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m a y o r i t a r i o ,  se d e t e r m i n d  l a  e s t r u c t u r a  
I N T R O D U C C I O N  
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I )  ESQUEMA INTEGRATIVO Y REGULATOR10 DE LA ALDOSTERONOGE- 
NESIS . 
E s t a  tes is  p r e t e n d e  ser un e s t u d i o  i n t e g r a d o  d e l  
metabolismo d e l  e s t e r o i d e  18-hidroxicorticosterona 
(18-OH-B) c o n  p a r t i c u l a r  g n f a s i s  e n  l a  b i o s i n t e s i s  de 
l a  A l d o s t e r o n a  ( Aldo) l a  hormona s o d i o r e t e n t o r a ,  n a t u -  
r a l  mbs a c t i v a  de l a s  c o n o c i d a s .  La 18-OH-B en  s u  do- 
ble c a r d c t e r  de hormona y de p r e c u r s o r  es tema de es- 
t u d i o  d e l  l a b o r a t o r i o  de i  q u e  formo p a r t e  desde s u s  
a l b o r e s  en  10s afios 70. D i v e r s a s  tes is  (1) ( 2 )  ( 3 )  y 
o t r a s  p u b l i c a c i o n e s  ( 4 )  ( 5 )  (6) ( 7 )  ( 8 )  (9) ( 1 0 )  dan  
t e s t i m o n i o  de e s t a  c o n t i n u i d a d .  
E n t r e  l a s  p u b l i c a c i o n e s  merece citarse e n  pkimer 
l u g a r  l a  de B a r r u e 1  y c o l .  ( 4 )  s o b r e  * b i o s f n t e s i s  de 
- .* 
c o r t i c o s t e r o i d e s  e n  l a  f o c a  de Weddell, e n  c i e r t a  ma- 
n e r a  e l  o r f g e n  de un e x t e n s o  p l a n  de i n v e s t i g a c i b n .  
Se  o b s e r v b ,  e n  e f e c t o ,  e n  este  t r a b a j o  q u e , b a j o  l a s  
c o n d i c i o n e s  e x p e r i m e n t a l e s  " i n  v i t r o n  empleadas,  l a  
s u p r a r r e n a l  de l a  f o c a  no s i n t e t i z a b a  Aldo, s i n t e t i z a n  
- 
d o  e n  cambia c a n t i d a d e s  r e l a t i v a m e n t e  i m p o r t a n t e s  de 
s u  e l u s i v o  y  h a s t a  h a c e  poco h i p o t 6 t i c o  p r e c u r s o r ,  l a  
18-OH-B (11). 
E s t e  hecho de o b s e r v a c i d n  p l a n t e d  y a  e n  ese en- 
t o n c e s  t res  p r e g u n t a s ,  r e f e r i d a s  r e s p e c t i v a m e n t e  a  l as  
r azones  f i s i o l d g i c a s  de l a  acumulacidn de 18-OH-B, a  
19s de l a  i n h i b i c i d n  de l a  Aldo y a1 mecanismo y  con- 
d i c i o n e s  que modulaban l a  t rans formacidn  de 18-OH-B a  
Aldo; o  s e a  c u b l e s  s e r i a n  10s mecanismos y l as  condi-  
c i o n e s  b a j o  l a s  c u a l e s  l a  18-OH-B se t r a n s f o r m a r i a  a 
Aldo, c u d l e s  l a s  que impedi r fan  e s t a  t rans formacidn  y  
l a s  c a u s a s  mecanf s t i ca s  p a r a  e s t a s  m o d i f i c a c i o n e s ~  
Las dos  pr imeras  p regun ta s  d a r f a n  l u g a r  a  una 
l i n e a  f i s i o l d g i c a  que demostrd p a r a  l a  18-OH-B un pa- 
p e l  e s p e c i a l i z a d o  en e l  t r a n s p o r t e  d e  i o n e s  h id ron io  
h a c i a  l a  l u z  de l  ne f rdn  ( 8 )  (9). E l  e s t e r o i d e  h i d r o x i  -
l a d o ,  probablemente b a j o  s u  forma M comunmente a i s l a d  
d a  ( v e t  mbs a d e l a n t e ) ,  s e r i a  una de l a s  hormonas d e  l a  
c o r t e z a  s u p r a r r e n a l  i n v o l u c r a e a  en l a  homeostas is  bc i -  
do-base ya que  l a  g l s n d u l a  i n t e r v i e n e  en dicha r egu la -  
c i d n  en  forma in t eg rada , con  - t o d a s  s u s  hormonas ( 1 2 1 , ~  
l a  18-OH-B i n t e r v e n d r i a  e n  l a  e l iminac idn  de pro tones  
s i n  neces idad  i b s o l u t a  d e  r e t e n e r  Na+ ( 8 ) .  Una espe- 
c i e  pulmonada y a n f i b i a  como l a  f o c a ,  que ademds posee 
un h d b i t a t  marino,  no r e q u e r i r f a  r e t e n e r  e s t e  c a t i d n  
s i n 0  que  d e b e r i a  e l i m i n a r  p ro tones  acumulados d u r a n t e  
10s per fodos  de apnea,  s i n  que e s t a  i l i m i n a c i b n  depen- 
d a  d e  un in t e r cambio  con i o n e s  Na'. Para  una mayor ex- 
p l i c a c i d n  de e s t o s  r e q u i s i t o s  vaase  por  e  j ekp lo  (13). 
I 
E s  l a  tercer pregun ta  s i n  embargo, a q u d l l a  que 
se  r e f i e r e  a cond ic iones  y mecanismos d e  b i o s g n t e s i s  
de l a  Aldo, l a  que posee un con ten ido  mss inmedia - 
tamente  r e l a c i o n a d o  con l a  endoc r ino log ia  molecular  y 
con 10s caminos b i o s i n t d t i c o s  de 10s e s t e r o i d e s  adre- 
n a l e s  . 
~i se r ep re sen tan , en  - e f e c t o ,  l a s  f6rmulas  p l a n a s  
4 
de 10s d l t i m o s  e s l abones  p re sun tos  d e  l a  b i o s i n t e s i s  de 
l a  Aldo, aquCl los  que  se ancuant ran  s l ipuestamente  e n t r e  
C o r t i c o s t e r o n a  (B) y e l  m i n e r a l o c o r t i c o i d e  (F igura  1 1 ,  
uno se encuen t r a  con que 10s d o s  me tabo l i t o s  oxidados 
en  e l  Carbono angu la r  18 admiten v a r i a s  formas t a u t o -  
mdricas.  E s  b i e n  s a b i d o  que l a s  formas a b i e r t a s  de es- 
t o s  dos  e s t e r o i d e s  no son e s t a b l e s  ( V e r  por  ejemplo 
( 1 4 )  ( 1 5 ) ) .  Tanto 10s a n t i g u o s  m6todos de I R  (16)  ( 1 7 )  
como 10s modernos que u t i l i z a n  Resonancia ~ a g n e t i c a  
Nuclear ( R M N )  de  'H y de 13c ( 1 5 )  (18)  y  tambi6n 10s 
mdtodos d e  ~ s p e c t r o r n e t r s a  d e  masas (6) demuestran l a  
predominancia de l a s  formas hemiace td l i ca s  pa ra  l a  18- 
OH-B ( 1 9 )  y p a r a  l a  Aldo ( 2 0 ) .  
Se habrd observado que d e s i s t f  de  t r a z a r  f l e c h a s  
v e r t i c a l e s  en este esquema, y el10 por  una razdn obvia:  
ma1 pueden ser precu r so re s  d e  10s metabo l i t o s  de  mayor 
e s t a d o  d e  ox idac idn ,  10s co r re spond ien te s  a l a  Aldo, 
10s m e t a b o l i t o s  deL e s t a d o  d e  oxidaci6n in te rmedia ,  puez  
t o  que e l  e q u i l i b r i o  e n t r e  e s t o s  6 l t imos  se h a l l a  de= 
plazado hacia formas cuya c i c l i z a c i 6 n  es opuesta  a  l a  
de l a s  formas tambign cfclicas mds e s t a b l e s  d e  l a  Aldo. 
Una h i p d t e s i s  temprana de este (11) y o t r o s  labo-  
r a t o r i o s  ( 2 1 )  admi te  que e s t a s  c i c l i z a c i o n e s  opues tas  

podrfan s e r  d e  a l g h  modo r e sponsab le s  de l a  f a l t a  de 
p r e c u r s o r i e d a d  d e  l a  forma comunmente aislada de 18- 
OH-B pa ra  e l  m i n e r a l o c o r t i c o i d e ,  E s t a  h i p d t e s i s  se 
completd con o t r a s , y a  p r o p i a s  de n u e s t r o  l a b o r a t o r i o ,  
seg6n l as  c u a l e s  podr fan  e x i s t i r  cond ic iones  que per-  
m i t i e r a n  d e s p l a z a r  10s e q u i l i b r i o s  de l a  18-OH-B h a c i a  
buenas formas p r e c u r s o r a s  y que en a q u e l l a s  condicio-  
nes  y  e n t r e  e s t a s  nove le s  formas h a b r f a  que  buscar  t an-  
t o  10s mecanismos p a r a  l a  biotransforrnacidn de 18-OH-B 
a Aldo ( 5 )  (11) como l a s  cond ic iones  p a r a  l a  r e g u l a c i 6 n  
de e s t a  t rans formacidn  ( 2 2 ) ,  
LOS c a p i t u l o s  de ~ n t r o d u c c i d n  que  s iguen  t r a t a r d n  
en d e t a l l e  cada uno de 10s eventos  molecu la res  enuncia-  
dos  a  vuelo  de p d j a r o  en  10s p d r r a f o s  a n t e r i o r e s ,  En 
/ 
10s r e s u l t a d o s  se a n a l i z a r d n  luego  l a s  p a r t i c u l a r e s  f o r  
- 
mas d e  l a  18-OH-B que r e s u l t a n  ser buenos p r e c u r s o r e s ,  
- 
se d e s c r i b i r d n  10s metodos que l l e v a n  a s u  sepa rac idn  y 
- 
a l a  e l u c i d a c i d n  d e  s u s  e s t r u c t u r a s  y  s e  ahondard en l a s  
cond ic iones  fisicoquXrnicas (pH, concen t r ac i6n  i b n i c a )  y 
bioqu$micas ( p r e s e n c i a  d e  enzimas, d e  c o f a c t o r e s  y d e  
t r o f i n a s )  dptimas p a r a  s u  t ransformacidn  a  ~ l d o .  
En l a  d i s c u s i d n  s e  a b r i r d n  j u i c i o s  s o b r e  10s po- 
s ibles  mecanismos d e  esta t rans formacidn  y  s e  e m i t i r d  
una h i p d t e s i s  s o b r e  r e g u l a c i d n  d e  hormonas e s t e r o i d e b s  
a  t r a v d s  d e  t r a n s i c i o n e s  e n t r e  formas i somQr icas  de m= 
l d c u l a s  p r e c u r s o r a s  pequefias. 
OXIDACIONES EN LOS CAMINOS ESTEROIDOGENICOS. 
A p a r t i r  de pregnenodona surgen  10s caminos es-  
t e ro idog6n icos  que l l e v a n  a  compuestos mds oxidados: 
l a  a l d o s t e r o n a  (F igu ra  21, e l  c o r t i s o l  (F igu ra  3 )  y -  
10s es t rdgenos  ( F i g u r a  4 ) .  Aunque e s t o s  caminos son 
b i e n  conoc idos  desde  hace decenios  r e sumi re  l a s  ca rac-  
teristicas mds n o t o r i a s  de l a s  r e a c c i o n e s  involucradas ,  
de 10s metabo l i t o s  f i n a l e s  y de 10s es l abones  interme- 
d i o s ,  t r a t a n d o  d e  g e n e r a l i z a r ,  d e n t r o  de l o  p o s i b l e ,  
c o r r e l a c i o n e s  e n t r e  even tos  y  e s t r u c t u r a s  moleculares  
por  un l a d o  y  propiedades  b i o l d g i c a s  a s f  coma r e q u e r i -  
mientos  homeostdt icos  po r  e l  o t r o .  
E x i s t e n  a  t r a v 6 s  de e s t o s  caminos t res  t i p o s  de 
r e a c c i o n e s ,  dos  d e  n a t u r a l e z a  oxidativa(hidroxi1aciones 
y desh id rogenac iones )y  una de  n a t u r a l e z a  r educ t iva .  E s -  
t a s  r e a c c i o n e s  l l e v a n  a e s t e r o i d e s  que pueden d i v i d i r s e  
en c i n c o  c a t e g o r f a s :  
c a t e g o r i a  A: 
Precu r so re s  puros  a 10s que h a s t a  ahora  no 
se les conoce func idn  hormonal. Ejemp1a:pregnenolona 
( F i g u r a  2). 
C a t e g o r i a  B: 
i Eslabones que  son,  o  pueden l l e g a r  a  ser 
I 
pkecur so re s  y/u hormonas. Ejemplos: p roges te rona  ( F i -  
gura 21, C o r t i c o s t e r o n a  (Figura 21, t e s t o s t e r a n a  ( ~ i -  
g u r a  4 )  - 
no 
pr egnenolona 
18- O H  progosterona progos t Q rona 
18- 0 H desoxicorticosto- 11-dosoxicorticosteron 
Ions 
I 
I 
I 0 
- 
I corticostorona 
I 
I 
I 
I ' 18- O H  corticosterona I 
I 
I 
aldostorona 
4 
P 
F i q u r a  2: Caminos b i o s i n t 6 t i c o s  que l l e v a n  a 
F H3 & ___I) &" 
n a w o 
pr egnenolona 17.c - OH prognenolona 
cortisot 
I car t isona  
F i a u r a  3:  Caminos b i o s i n t 8 t i c o s  para g l u c o c o r t i c o i d e s .  
Pregnenolona 
17~4-OH-Pregnenol ona 
~ e h i  drbepi  andros 
Andros tenedi  ona 
Proges te rona  
17%-OH-Proges te rona  
Tes t o s  te rona  
Es t r o n a  1 7 ~  - ~ s t r a d i o l  
F i g u r a  4:  Carninos b i o s i n t & t i c o s  lque l l e v a n  a 
E s t e r o i d e s  de r e s e r v a  con poca o  ninguna 
a c t i v i d a d  hormonal p e r  se pe r0  f a c i l m e n t e  r e v e r s i b l e s  
a e s t e r o i d e s  hormonalmente a c t i v o s ,  Ejemplos: C o r t i s z  
na ( F i g u r a  31, Androstenediona (F igu ra  4 ) .  
c a t e g o r i a  D: 
Hormonas que  se encuentran a1 f i n a l  de un 
camino, que  no son p r e c u r s o r e s  de o t r a s  hormonas y a l o  
mds se metabol izan a  c a t a b o l i t o s  i n a c t i v o s .  Ejemplos: 
Aldo ( F i g u r a  2 1 ,  ~ s t r d g e n o s  (F igura  4 1 ,  C o r t i s o l  (Figu- 
r a  3 ) .  
~ a t e q o r f a  E: 
Es tos  c a t a b o l i t o s  inac t ivos .  
Ejemplos: t e t r a h i d r o a l d o s t e r o n a ,  ad renos t e rona  y t e t r a -  
h i d r o c o r t i s o l ,  
Los e s t e r o i d e s  que i n t e g r a n  cada una de  e s t a s  
, 
d i v i s i o n e s  se h a l l a n  s u j e t o s  continuamente a  evaluacio-  
nes  c r f t i c a s .  Un ejemplo c l d s i c o  e s  e l  pape l  c a t a b 6 l i -  
c o  que  se l e  as ign6  a  l a  5 04 - d i h i d r q t e s t o s t e r o n a  has- 
t a  hace aproximadamente 20 aiios , l a  que ahora  e s  con- 
s i d e r a d a  como l a  hormona androgdnica mbs a c t i v a  d e  l a s  
conoc idas  ( 2 3 ) .  D e  t a l  modo, 
I 
s i  b i e n  l a s  c a t e g o r f a s  
s i g d e n  conceptualmente  v d l i d a s  s u s  i n t e g r a n t e s  s e  ha- 
llan expues-s a coetinuos cambios de ubicacidn debido 
a l a  i n t e r p r e t a c i d n  de nuevos hechos exper imenta les .  
Es c a s i  redundante  d e c i r  que 10s avances  a l o  
l a r g o  de 10s caminos metabdl icos  l l e v a n  a es labones  
cada vez mds oxidados y que f ina lmen te  te rminan  en  10s 
e s t e r o i d e s  p e r t e n e c i e n t e s  a  l a  c a t e g o r f a  de hormonas 
"pu rasM ( c a t e g o r i a  Dl. 
En g e n e r a l ,  e s t o s  e s t e r o i d e s  que  se encuent ran  
a 1  f i n a l  de 10s caminos s o n  t a m b i h  l a s  hormonas mds 
a c t i v a s ,  o  sea l a s  que en  menores concen t r ac iones  ac- 
tdan .  S i n  embargo se t r a t a  tambihn de las menos p lds -  
t i c a s ,  o  s e a  c a r e n t e s  de r o l  p recu r so r .  E s  e l  c a s o  de 
l a  Aldosterona,  a l t amen te  a c t i v a  a n i v e l  de nmoles/ 
l i t r o  ( 2 4 )  y absolutamente  c a r e n t e  de p l a s t i c i d a d ,  a s i  
como d e  10s es t rdgenos ,  10s que en muchos a spec tos  se 
asemejan a  l a  Aldosterona.  
L a  p e c u l i a r  ub i cac idn  de l a  18 -h id rox ico r t i cos -  
t e r o n a  en  e s t e  esquema depender& de l a  demostracidn de 
s u  c a r d c t e r  p r e c u r s o r  p a r a  e l  mine ra loco r t i co ide .  
- 
~ ~ d r n o  i n t e r v i e n e n  l a s  3 cEases  d e  r eacc iones  que 
hemos v i s t a  en l a  b i o s f n t e s i s  d e  cada una de e s t a s ' l c a -  
t e g o r i a s  de e s t e r o i d e s ? .  Los avances a t r a v e s  d e l  cami- 
no metabdl ico  en g e n e r a l  se consiguen por  h i d r o x i l a c i o -  
nes.  E s t a s  ox idac iones  se c a r a c t e r i z a n  por  s e r  i r r e v e r -  
s i b l e ~ ,  p a r  d a r  l u g a r  a  e s t e r o i d e s  con capac idad  hormo- 
n a l  y precursors ( c a t e g o r i a  B') as$  como hormonal pu ra  
(Ca tegor i a  D); por  n e c e s i t a r  oxigeno molecu la r ;  y por  
u s a r  n u c l e d t i d o s  reduc idos  (NADPH) que se oxidan jun to  
a1 e s t e r o i d e .  
La i r r e v e r s i b i l i d a d  se l o g r a  a  t r a v g s  de  una ca-  
dena o x i d a t i v a  cuyo d l t i m o  es labdn  e s  e l  citocromo 
P-450, 6 n i c o  e s l ab6n  de l a  cadena que puede aprove- 
c h a r  e l  oxfgeno molecular  (F igu ra  5 ) .  
L a  r e a c c i 6 n  g e n e r a l  pa ra  l a s  h i d r o x i l a c i o n e s  
se r e p r e s e n t a  en l a  Figura  6. En e l l a  s e  puede v e r  
que ,  t a l  como se comentd a n t e s ,  e l  e s t e r o i d e  y e l  nu -
c l e d t i d o  se oxidan,  cons t i t uyendo  l a  o t r a  hemirreag 
c i d n  l a  r educc i6n  de l  O2 a H 2 0  y a1 grupo o x h i d r i l o  
de l  e s t e r o i d e .  D e  este mod0 e l  requer imien to  s i m u l t g  
neo de O2 y de NADPH s e r d  un hecho exper imenta l  qua 
p e r m i t i r d  a s i g u a r  un mecanismo de  h i d r o x i l a c i d n  a  una 
dada ox idac idn .  E l  NADPH, n e c e s a r i o  p a r a  l a  h idrox i -  
l a c i d n ,  en g e n e r a l  no a t r a v i e s a  con f a c i l i d a d  l a s  
membranas d e  l a s  d i s t i n t a s  o rgane la s  c e l u l a r e s  ( 2 5 ) .  
E s  as< coma en l a s  h i d r o x i l a c i o n e s  mi tocondr i a l e s  e l  
NADPH s u e l e  g e n e r a r s e ,  experimentalmente,  por e l  a- 
g regado  d e  intermediaries d e l  c i c l o  d e  Krebs; o b i e n  
*. 
por  e l  agregado de mala to  y NADP+. En e l  primer c a s o  
se a c t i v a  e l  funcionamiento d e l  C ic lo  y  se  genera  
NADH que por  acc idn  d e  l a  enzima transhidrogenasa-ATP 
depend ien te  se  t rans forma en N A D P H  (26 )  ( 2 7 ) .  En e l  
2Q c a s o  e l  malato  se oxida  a  p i r u v a t o  p a r  acci6n d e  
l a  enzima mdlica  m i e n t r a s  que e l  NADP' se reduce a 
I 
NADPH ( 2 8 )  ( 2 9 ) .  1 
El citocromo P-450 que produce la reduccidn del 
oxigeno molecular  ( F i g u r a  5 )  es e s p e c f f i c o  pa ra  l as  
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V d a J  d o *  
S k u ]  lu a 
m cl 
c rn =* 
a a x  
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p o s i c i o n e s  a h i d r o x i l a r .  En e f e c t o ,  han s i d o  p u r i f i -  
cados  (30-31) o por  l o  menos d e s c r i p t o s  ( 3 2 )  v a r i o s  
t i p o s  de c i tocromo P-450 en t e j i d o s  es te ro idogbnicos :  
e l  ci tocromo P-450-11 p r e sponsab le  e n  l a  mitocon- 
d r i a  a d r e n a l  de las  h i d r o x i l a c i o n e s  en l a s  pos i c iones  
C-11 y C-18 de pregnano e s t e r o i d e s  ( 3 0 )  (31)  (33)  y 
en l a  pos i c idn  C-19 de l a  18-OH-DOC ( 3 4 )  ( 3 5 ) ;  e l  ci- 
toctomo P-450-SCC tambien m i t o c o n d r i a l  a1  c u a l  se une 
e l  c o l e s t e r o l  pa ra  h i d r o x i l a r s e  e n  las  pos i c iones  C-20 
y C-22 y luego  s u f r i r  l a  pdrd ida  de l a  cadena l a t e r a l  
(C-22 a C-27) ( 3 6 )  (37)  ( 3 8 ) ;  e l  c i tocromo P-450-micro - 
soma1 d e  a d r e n a l  p a r a  l a  h i d r o x i l a c i d n  en l a s  p o s i c i o -  
nes  C-17 y C-21 (27 )  ( 3 9 )  ( 4 0 )  ( 4 1 ) ;  e l  citocromo P-450 
tambidn microsomal p a r a  l a  h i d r o x i l a c i d n  en  l a  p o s i c i d n  
C-17 d e  pregnano e s t e r o i d e s  s e g u i d a  de l a  pdrdida d e  
l a  cadena l a t e r a l  pa ra  d a r  l u g a r  a 10s andrdgenos ( 4 2 )  
( 4 3 ) ;  e l  c i tocromo microsomal P-450-AROM iaunque tam- 
7 - 
b i & n  s e  l o  h a  h a l l a d o  en mi tocondr ias  d e  p l acen ta  (44 )  
( 4 5 ) ) r e s p o n s a b l e  de  l a s  h i d r o x i l a c i o n e s  en  l a  p o s i c i d n  
C-19 de  10s andros tanos  para  d a r  l u g a r  a 10s e s t r d g e -  
nos (32 )  ( 4 6 ) .  Los c i tocromos P-450-11 y SCC s u e l e n  P 
ser l lamados en con jun to  P-450-S ( 4 7 ) .  
Con r e s p e c t o  a1 ci tocromo P-450-11 (23 se han 
i n t e n t a d o  s e p a r a r  l a s  a c t i v i d a d e s  enz imdt icas  p a r a  
las  h i d r o x a l a c i o n e s  en las p o s i c i o n e s  C - 1 1  y C-18 con 
r e s u l t a d o s  nega t ivos  ( 3 0 ) .  En e f e c t o , l a s  ev idenc ia s  
acumuladas apoyan l a  e x i s t e n c i a  de una s o l a  p r o t e i n a  
Figura 6: ~ e a c c i 6 n  Gral.  paka l a s  h idrox i lac iones  
EfCH:  ndcleo  e s t e r o i d e  y s u  carbono a 
H 
= c' NADPH + H+ + E = C = 0 
\ 7 OH 
b .  
+ NADPH + H+ 
Figura 7: 
a ,  ~ e a c c i d n  Gral.  para l a s  deshidrogenacicmes 
E = C /H : nbcleo e s t e r o i d e  y su carbono a 
'OH 
deshidrogenar . 
j 
b ,  ~ e a c c i d n  c?e deshidrogenacibn sobre Estradio l  1 
para dar Estrona. 
r e s p o n s a b l e  de ambas h i d r o x i l a c i o n e s :  en  l a  e l e c t r o -  
f o r e s i s  e n  gel de p o l i a c r i l a m i d a  del  ci tocromo P-450- 
l l p  se o b t i e n e  una s o l a  banda (30); a t r a v d s  d e  di -  
v e r s o s  pasos  de  p u r i f i c a c i d n  l a  r e l a c i d n  " a c t i v i d a d  
d e  11P-hidroxi lac idn/act iv idad de 18-h id rox i l ac idn*  
se mantiene c o n s t a n t e  ( 3 0 ) ;  e l  a n d l i s i s  de l a  e s t r u c -  
t u r a  p r i m a r i a  del  ci tocromo P-450-11 p da un s d l o  a- 
minoikido t e r m i n a l  ( 4 8 ) ;  l a  r e a c c i d n  s o b r e  g e l  de a- 
g a r o s a  por  d i f u s i d n  dob le  e n t r e  e l  ci tocromo P-450- 
1 p u r i f i c a d o  que c o n t i e n e  ambas a c t i v i d a d e s  e n z l  
mdt icas  y s u  a n t i s u e r o  ob ten ido  de c o n e j o  da una s ~ l a  
banda de p r e c i p i t a c i d n  (481,  
.Por o t r o  l a d o  Momoi y c o l ,  (491,  es tud iando  l a  
a c t i v i d a d  de l  ci tocromo P-450-11 @ en  porc inos ,  bg 
v i n o s ,  cobayos,  cone jos  y r a t a s ,  encon t r a ron  que l a  
a c t i v i d a d  d e  11 p- h i d r o x i l a c i d n  y d e  18 -h id rox i l ac idn  
s o b r e  11 -desox ico r t i cos t e rona  (DOC) e s  mdxima en l a  
9 
ra ta ,  mien t r a s  qua l a  a c t i v i d a d  de 11 1)J -h id rox i l ac idn  
s a b r e  18-hidroxi-11-desoxicorticosterona e s  minima en  
l a  m i s m a  espec i e .  Es to  i n d i c a r f a  que e x i s t e  d i f e r e n t e  
d i s t r i b u c i d n  de  l a s  a c t i v i d a d e s  h i d r o x i l d s i c a s  depen- 
d i e n t e  de l a  e s p e c i e  animal.  
Unas p a l a b r a s  s o b r e  o t r o s  c r i t e r f o s  experimen- 
takes p a r a  e l  e s t u d i o  de l a  e s p e c i f i c i d a d  de un c i t o -  
cromo P-450 dado: L a  unidn del  e s t e o r i d e  a1 ci tocromo 
P-450 se puedc d e t e c t a r  por  un c o r r i m i e n t o  en l a  ban- 
da de S o r e t  d e  l a  p r o t e f n a  hemica. L a  primera  i nves t& 
gadora  que  r e a l i z d  asta impor tan te  observac ibn  f u e  
Naramsinhulu (SO). Los r e s u l t a d o s  fue ron  posteriormefl  
t e  conf i rmaeos (51 )  ( 5 2 ) '  ( 5 3 ) .  L a  i n t e r a c c i d n  d e l  li- 
gando ( s u s t r a t o )  con e l  ci tocromo r e s u l t a  en cambios 
c a r a c t e r i s t i c o s  en 10s mdx y 1 min del  e s p e c t r o  
de a b s o r c i d n  ( 5 4 ) .  Los cambios ob ten idos  luego de l a  
unidn  del  l i gando  a 1  c i tocromo P-450 con r e s p e c t o  a  
l a  p r o t e f n a  l ibre han s i d o  c l a s i f i c a d o s  en dos  t i p o s :  
E l  e s p e c t r o  de t i p 0  I con un msximo a  388 nm y un r n l -  
nimo a 420 nm producido por  un cambio desde e l  e s t a -  
do  de s p i n  i n f e r i o r  a1 e s t a d o  d e  s p i n  s u p e r i o r  en 10s 
e l e c t r o n e s  Be 10s o r b i t a l e s  de  v a l e n c i a  de l  Qtomo de 
F e  hdmico ( 5 5 ) ;  y e l  e s p e c t r o  de t i p o  I1 con un mbxi- 
mo a 420 nm y un mfnimo a  390 nm, i n d i c a t i v o  de un 
cambio h a c i a  e l  e s t a d o  de s p i n  i n f e r i o r  e l  c u a l  pue- 
de ser causado por  l a  i n t e r a c c i d n  de l  F e  h6mico con 
una b a s e  n i t rogenada  ( 5 6 ) .  La a p a r i c i d n  o  no de  t a l e s  
I - 
cambios e s p e c t r o s c d p i c o s  i n d i c a  en tonces  l a  e x i s t e n c i a  
o  no de i n t e r a c c i d n  e n t r e  10s e s t e r o i d e s  y e l  c i t o c r o -  
 sf se ha v i s t o  que  e l  ci tocromo P-450 d e  t e s -  
t f c u l o  s e  une p re fe renc i a lmen te  a pregnano e s t e r o i -  
d e s  ( 5 7 )  y que e l  de p l a c e n t a  une C-19 e s t e r o i d e s  ( 5 8 ) .  
1 
Es to  i n d i c a r f a  tamb56n l a  e x i s t e n c i a  4e v a r i o i  t i p o s  
de citocromo P-450 10s cuales unirian a1 tipo de es- 
t e r o i d e s  que e l  t e j i d o  especf f icamente  metabol iza  ( 5 4 ) .  
L a s  enzimas a soc i adas  a l a  func idn  de h id rox i -  
l a c i d n  de l  ci tocromo P-450 s e  denominan ox idasas  de 
f u n c i d n  mixta ( 5 9 )  (60)  o  h i d r o x i l a s a s  (22 )  ( 6 0 )  ( 6 1 ) .  
E s t a s  enzimas t i e n e n  compartkmental izadas  s u s  a c t i v i -  
dades a n i v e l  de drganos y a n i v e l  c e l u l a r .  Por ejemplo 
l a  a c t i v i d a d  21-h idroxi lds ica  no se h a l l a  ni en o v a r i o  
n i  e n  t e s t f c u l o  p e r o  sf se h a l l a  en a d r e n a l  ( 6 2 ) .  Con 
r e s p e c t o  a  e s t a  d l t i m a  g ldndu la  cabe  mencionar que po- 
s e e  t o d a s  l a s  a c t i v i d a d e s  h i d r o x i l A s i c a s  o  sea l a s  de 
l a s  gonadas y l a s  p r o p i a s  c a r a c t e r f s t i c a s ,  aunque en  
c2 i s t i n t a  p roporc idn  en cada una de l a s  zonas anatdmi- 
cas ( 47 1 ( V e r  mds a d e l a n t e  1 . 
E l  2Q t i p o  de oxidac idn  es e l  de l a  deshidroge-  
nac ibn ,  r e a c c i b n  NADP+ dependien te  que, dado e l  ca rdc -  
te r  ox idan te  d e l  c o - f a c t o r ,  puede r e a l i z a r s e  en media 
exen to  de  O2 ( anae rdb ico ) .  Son e jemplos  t f p i c o s  l a  reac-  
' s 
c i d n  de C o r t i s o l  a Cor t i sona ;  d e  C o r t i c o s t e r o n a  a  
11-dehidrocarticosterona (compuesto A ) ;  d e  Tes tos t e ro -  
na  a  h -4-androstenediona;  de e s t r a d i o l  a es t rona .  
La r e a c c i d n  g e n e r a l ,  jun to  a a lgunos  de e s t o s  e jemplos ,  
se h a l l a  r e p r e s e n t a d a  en l a  F igu ra  7. L a s  c a r a c t e r f s -  
t i c a s  de e s t e  t i p 0  d e  r e a c c i o n e s  son  l a s  s i g u i e n t e s :  
c o n s i s t e n  en r eacc iones  r e v e r s i b l e s  e n t r e  a l coho le s  y 
I I / c e t o n a s ;  e l  compuesto oxidado,  es p o r  l o  g e n e r a l  e l  
comnuesto bioldgico menos a c t i v o  (a1 r e d s  de l o  que  
o c u r r i a  en l a s  h i d r o x i l a c i o n e s ) ;  a este compuesto ox i -  
dado se l e  a s i g n a  un pape l  de s u s t a n c i a  de r e s e r v a ,  
p o r  l o  menos en  10s ejemplos a n t e r i o r e s .  E s  a s f  qua 
l a  Cor t i sona  mucho menos a f i n  po r  10s r e c e p t o r e s  de 
l a s  g l u c o c o r t i c o i d e s  que  e l  C o r t i s o l ,  c o n s t i t u y e  una 
forma de r e s e r v a  g l u c o c o r t i c o i d e a  d u r a n t e  e l  desarrz 
110 f e t a l .  A medida que  e l  f e t o  se d e s a r r o l l a  e l  e q u l  
l i b r i o  C o r t i s o n a  + C o r t i s o l  se d e s p l a z a  h a c i a  l a  de- 
recha, compit iendo azemds 10s r e c e p t o r e s  del  C o r t i s o l  
e n  forma c r e c i e n t e  por  e l  s u s t r a t o  con l a  deshidroge-  
nasa .  
Hay una n o t a b l e  excepcidn en estas deshidrogena-  
c iones :  l a  que  se produce a l a  a l t u r a  de l a  i someri-  
zac idn  de l  d o b l e  e n l a c e  b-5-6 a d o b l e  e n l a c e  b-4-5 
con s imul tdnea  deshidrogenacibn d e l  o x h i d r i l o  en p o s i -  
c i d n  C-3; p a r  ejemplo l a  t rans formacidn  de Pregneno- 
l o n a  a  Proges te rona ,  F igu ra  2 .  E s t a  r e a c c i d n  e s  - i r r e -  
v e r s i b l e  ( V e r  s i n  embargo Rosner y c o l a b .  ( 6 3 ) )  y s u  
- .' 
segundo tgrmino,  a d i f e r e n c i a  d e l  pr imero,  es hormo- 
nalmente a c t i v o .  
Y '  8 . 
* . A  
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111f UBICA~ION ESPECIAL DE LA 18-OH-B A LO LARGO DE ESTE 
ESQUEMA DE LOS CAMINOS METABOLICOS. 
Su doble c a r d c t e r  de hormona y precurso r  colo- 
c a r f a  a l a  18-OH-B en  l a  c a t e g o r f a  B de  l a  c l a s i f i c a  -
c i d n  d e  e s t e r o i d e s  hecha en l a  ~ e c c i d n  a n t e r i o r .  E s  
d e c f r  que l a  18-OH-B es un eslabdn d e n t r o  de  10s ca- 
minos metabdlicos que e s  p recurso r  y hormona. 
A l o  l a r g o  de e s t a  t e s i s  se demostrardn, s i n  
embargo, l a s  d i f e r e n c i a s  e n t r e  e s t e  precursor-hormo- 
na-18-hidroxilado y o t r o s  precursores-hormonas t a l e s  
coma Progesterona,  ~ n d r d g e n o s  y l a  misma Cor t icos te-  
rona que no dependen para  s u  cambio d e  c a r d c t e r  de  
a l t e r a c i d n  o t r a n s i c i d n  e n t r e  e s t r u c t u r a s  moleculares . 
. ~ 
I V )  Q U I M I C A  DE LOS ESTEROIDES 18-HIDROXILADOS, 
a )  Formas a b i e r t a s  y ciclicas. 
Aquel los  e s t e r o i d e s  q u e  poseen un qrupo OH 
en l a  p o s i c i d n  C-18 pueden r e a c c i o n a r  con grupos 
c a r b o n i l o s  ce rcanos ,  s iempre que e l  f a c t o r  est& 
r i c o  f avo rezca  d i c h a  r eacc ibn .  Los e s t e r o i d e s  que 
se  h a l l a n  en e s t a  s i t u a c i d n  son  10s de r ivados  del  
pregnano 18-OH-Progesterona; 18-OH-11-desoxi-Cor- 
t i c o s t e r o n a ;  (18-OH-DOC) y 18-OH-Corticosterona 
(18-OH-B). 
Como ya s e  mencionb, e s t a s  mol6culas no se 
encuent ran  en  s u  forma e s t r u c t u r a l  a b i e r t a  (Figu- 
r a s  8 y 9 )  s i n 0  que e l  grupo OH de l a  pos i c idn  
C-18 puede r e a c c i o n a r  con e l  grupo c a r b o n i l o  de l a  
p o s i c i d n  C-20 formando un puente  hemiace td l ico  
C18 0 -  CZ0,  que da  l u g a r  a l a s  correspondien-  
tes e s t r u c t u r a s  c i c l i c a s  ( F i g u r a s  8 y 9 )  (18)  ( 6 )  
( 1 9 ) .  E l  e q u i l i b r i a  e n t r e  formas a b i e r t a s  y formas 
c i c l i c a s  se  h a l l a  en t o d a s  e l l a s  grandemente des- 
/ - 
plazado  hacia l a  derecha  pues to  que l a s  formas cf- 
c l i c a s  son  mbs e s t a b l e s .  
L a  c a r a c t e r g s t i c a  d e  e s t a s  forrnas c f c l i c a s ,  no 
obse rvab le  en  l a  e s t r u c t u r a  p l a n a , e s  que e l  grupo 
I 
OH que s e  ha formado en CZ0 a r a i z  d e  l a  ex i s t en -  
c ia  de l  puente  hemiace tb l ico  s e  ha l l a  rnds expuesto  
que  s u  a n t e c e s o r  d e  l a  p o s i c i 6 n  C-18 de l a  forma 
c f c l i c a  
Figura 8: Formas abierta  y c f c l i c a  de  un esteroiOe 
18-hi2roxilado. 
# 
Fiqura 9: Formas abierta  y c l c l i c a  para l a  18-hidroxl 
cort icosterona.  
a b i e r t a  ( 6 ) .  Como consecuenc ia  l a s  formas cxclicas 
s o n  mbs r e a c t i v a s  y a l g o  mbs p o l a r e s ,  De t o d o s  mo- 
dos ,  t a n t o  formas a b i e r t a s  y cfclicas son  mucho 
mbs p o l a r e s  q u e  l a s  d e r i v a d a s  de e s t a s  6ltimas en  
l a s  - que 10s o x h i d r i l o s  se h a l l a n  f u n c i o n a l i z a d o s  
( V e r  mgs a d e l a n t e ) .  Por & t o  l as  formas no d e r i v a -  
t i z a d a s  se denominan formas M (de "More p o l a r a m ) ,  
En c romatografxa  en p a p e l  ambas formas M no s e  re- 
s u e l v e n  por  l o  que se p r e s e n t a n  como un p i c 0  d n i c o  
de movilidad i n t e r m e d i a  e n t r e  l a  forma c f c l i c a  y l a  
f orma a b i e r t a .  
L a  e x i s t e n c i a  de ambas formas M ( a b i e r t a  y ci 
c l i c a )  en  s o l u c i d n  ha s i d o  comprobada por  l a  forma- 
c i d n  d e  d i a c e t a t o s  ( 6 4 ) ;  por  l a  formacidn de trime- 
t i l s i l i l d e r i v a d o s  ( 6 5 ) ;  p a r  r e a c c i d n  con a z u l  de t= 
t r a z o l i o  mds o  menos r e t a r d a d a  ( 6 6 ) ;  por  CGL-EM ( 6 5 )  
y por  EM ( 6 )  ( 6 7 ) .  E s t a s  son  metodos dindmicos (des-  
- 
t r u c t i v o s )  que  desp lazan  e l  e q u i l i b r i o  h a c i a  l a s  f o r  
- 
mas s u s c e p t i b l e s  de ser d e r i v a t i z a d a s  y p a r  c o n s i -  
g u i e n t e  dan una i d e a  s o b r e  l a  e x i s t e n c i a  de ambas 
formas pe r0  no s o b r e  l a  proporc idn  r e l a t i v a .  Aun- 
que en e l  c a s o  d e  l a s  r e a c c i o n e s  c o l o r i m & t r i c a s  
como l a  de l  Azul de t e t r a z o l i o  p r o p i a  d e  compues- 
t o s  con cadenas  a~ - c e t d l i c a s  i n t a c t a s ,  u/cr puede '  
inferit de l a  velocidad de reaccidn ( l a  velocidad 
con l a  que apa rece  e l  c o l o r )  si  l a s  cor respondien-  
tes  mol4culas se h a l l a n  mds b i e n  con l a  cadena i n -  
tac ta  ( o  s e a  a b i e r t a ) ;  o  hern iace td l ica  en cuyo C= 
s o  l a  r e a c c i d n  e s  mds l e n t a .  Finalmente 10s meto- 
dos  e s t d t i c o s  no d e s t r u c t i v o s  tales como las E s -  
p e c t r o s c o p ~ a s  de I R  y de RMN s i  permiten s a b e r  l a  
proporc idn  r e l a t i v a  de cada una de l as  formas, y a  
que  no modifican e l  e s t a d o  de e q u i l i b r i a .  Par e j e z  
p l o ,  e s t u d i o s  de I R  de 18-OH-B ( 6 4 )  y 18-OH-DOC 
( 1 6 )  (68)  (69 )  no pudie ron  demostrar  un p i c o  de a b  
s o r c i d n  a  1700 cm-' c a r a c t e r f s t i c o  de compuestos 
con grupos c a r b o n i l o s  l i b r e s  no conjugados,  Es tos  
g rupos  e x i s t e n  en l a  p o s i c i d n  C-20 de l a s  formas 
a b i e r t a s  Oe e s t o s  1 8 - h i d r o x i e s t e r o i d e s .  S in  embar- 
go en uno de e s o s  e s t u d i o s  ( 1 6 )  s e  v i b  una pequeiia 
- abso rc idn  a  e s e  ndmero de onda l a  c u a l  s e  eviden- 
c i 6  como un pequefio hornbro. D e  e s t e  modo, 'en e l  
e q u i l i b r i a ,  l a  forma a b i e r t a  e s t d  p r e s e n t e  solameg 
t e  como un componente menar. Los e s t u d i o s  de  RMN 
.* . 
de 18-OH-DOC (70 )  ( 2 0 )  y d e  18-OH-B (18) confirman 
10s r e s u l t a d o s  d e  I R ,  y a  que s d l o  se ev idenc ia  e l  
grupo c a r b o n i l o  de  l a  pos i c idn  C-3, no apareciendo 
seiiales d e l  de  l a  p o s i c i d n  C-20 de l a  forma a b i e r -  
I 
b) Genera l idades  s o b r e  formas menos p o l a r e s  d e  10s 
pregnaao esteroides 18-h id rox i l ados ,  y en  espe- 
c i a l  de  l a  18-OH-B. 
E l  primer  i n v e s t i g a d o r  en e v i d e n c i a r  l a  e x i z  
t e n c i a  de formas menos p o l a r e s  p roduc idas  espontd  -
neamente o  po r  e s t ac ionamien to  e n  c i e r t o s  so lven-  
tes orgdnicos  de l a  18-OH-11-desoxi-Corticostero- 
na f u e  ~omfnguez  (71) qu ien  a b r e  d i v e r s a s  h ipd te -  
sis s o b r e  l a  n a t u r a l e z a  de e s t o s  compuestos. E l  
primer0 en e v i d e n c i a r  l a  produccidn de tales com- 
pues tos  e n  medio dc ido  f u e  Kondo (14) quien  p o s t 2  
16 l a  formacidn d e  un dfmero; y l uego  Kirk ( 7 2 )  
propuso l a  formacibn en medio dc ido  de anhfd r idos .  
En e s t e  l a b o r a t o r i o  Damasco y Lantos  en  1975 ( 5 )  
demuestran buena p recu r so r i edad  p a r a  l o  que e l l o s  
cons ide ran  en  ese momento forma d n i c a  poco p o l a r  
de l a  18-OH-B e s t a c i o n a d a  en d i s o l u c i d n  metandl ica  
y afios mds t a r d e  ~ r a g o n 6 s  y  c o l .  ( 6 )  e s t u d i a r o n  
s i s t emdt i camen te  l a  e x i s t e n c i a  d e  v a r i a s  formas p z  
c o  p o l a r e s  con d i l u c i d a c i o n e s  t e n t a t i v a s  e s t r u c t u -  
r a l e s  p a r a  a lgunos  d e  e l l o s .  Actualmente l o  que  se 
- ' *'. 
conoce s o b r e  e s t a s  formas e s  l o  s i g u i e n t e :  como 
consecuenc ia  de l a  forrnaci6n d e l  puen te  hemiacetd  
l i c o  e n t r e  l a s  p o s i c i o n e s  C-18 y C-20 aparece  en  
l a  forma ciclica un OH s u s t i t u y e n t e  que c o n f i e r e  
a l a  mol6cula no s d l o  mayor p o l a r i d a d  s i n o  tambi6n 
mayor r e a c t i v i d a d .  En e f e c t o ,  pos ib lemente  por  s u  
c e r c a n f a  a 1  puente  oxfgeno ( F i g u r a  8 y 9) y 1 b  c o ~  
siguieate l - i l idad  del H deL OH en C-20, e l  compueE 
t o  c i c l f c o  t a n t o  de 18-OH-DOC como de 18-OH-B 
posee c a r d c t e r  dc ido .  Una de l a s  consecuenc ias  de 
e s a  r e a c t i v i c l a d  es  l a  fo rmac idn  r e v e r s i b l e  e n  so -  
l u c i o n e s  a l c o h 6 l i c a s  d e  un  d e r i v a d o  20-a lcohox i l a  
- 
do (6). E s t a  r e a c c i d n  o c u r r e  a t e rnpera tu ra  aabien 
-
t e  y con una velocidac? q u e  C i s n i n u y e  con e l  largo 
de l a  c a s e n a  a l c ~ h 6 l i c a  ( 6 ) .  L a  r e a c c i d n  general 
p a r a  l a  18-OH-B e s t d  r e p r e s e n t a s a  e n  l a  F i g u r a  10, 
A p a r t i r  ee 18-OH-DOC se ha e e s c r i p t o  por  
RMN l a  fo rmac idn  de d e r i v a d o s  20-rnetoxilados ( 7 0 ) .  
E s t o s  mismos d e r i v a 2 o s  han s i d o  d e t e c t a d o s  p o r  EM 
L a  fo rmac ibn  de e s t o s  d e r i v a d o s  20-alcohoxi-  
l a d o s  d e  l a s  fo rmas  c f c l i c a s  d e  10s preqnano e s t e -  
r o i d e s  1 8 - h i d r o x i l a d o s  se produce  cuando 10s m e -  
d i o s  a l c o h d l i c o s  se  h a l l a n  l i q e r a m e n t e  d c f d o s  ( V e r  
mbs a d e l a n t e ) ,  En cambia ,  e l  p r o d u c t o  de l a  misma 
p o l a r i d a d  e n  e l  s i s t e m a  c r o m a t o g r d f i c o  e n  p a p e l  
Bush B 5 ( 7 3 )  ( R M  4.33)  p e r o  q u e  se produce  e n  me 
- 
d i o  a l c o h d l i c o  r i q u r o s a m e n t e  n e u t r o  es d i s t i n t o ,  
no conoc i4ndose  abn s u  e s t r u c t u r a .  
C )  ~ r o d u c c i d n  d e  fo rmas  menos p o l a r e s  e n  medio d c i d o .  
Los e s t e r o i d e s  1 8 - h i d r o x i l a d o s  pueden produ 
- 
cir fo rmas  menos p o l a r e s l t a m b i 6 n  e n  medio d c i d o  
! 
( 6 1 (19 ( 7 4  1 .  T a l  v e z  l a s  mds e L t u d i a d a s  Sean l a s  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a l a  18-OH-B. Has ta  l a  r e a l i z a c i d n  
de l a  p r e s e n t e  t e s i s  s e  s a b i a  q u e  l a  18-OH-B c r o -  
+ ROH 
0 
Figura -10: ~ b t e n c i d n  d e l  d e r i v a a o  20-alcahoxi lado ee 
18-OH-B (MI, R :  grupo a l q u i l o .  
Figura 11: Estructuras  propues tas  por ~ r a g o n 4 s  y c o l .  (6) 
para e l  p r i n c i p a l  componente eel MAC ( R M  4 . 3 3 ) .  
matogrdficamente homog6nea producfa en medio aci- 
d o  4 formas menos p o l a r e s ,  s e p a r a b l e s  par croma- 
t o g r a f  f a  en pape l  ( s i s t e m a  Bush B 5 ( 73 1 ) cuyos v= 
l o r e s  d e  RM ( d i s t a n c i a  r e c o r r i d a  por  e l  compuesto/ 
d i s t a n c i a  r e c o r r i O a  por  l a  18-OH-B forma M )  son  
4.33; 5.26; 6.33 y 7-18 ( 6 ) .  D e  t o d a s  estas formas 
menos p o l a r e s ,  l a  mbs abundante r e s u l t 6  siempre 
s e r  l a  de RM 4.33 ( 6 )  (19). Sobre a s t a  forma se 
r e a l i z a r o n  e s t u d i o s  por  EM 10s c u a l e s  no p e r m i t i e  -
ron  c o n c l u i r  o  d e j a r o n  duda s o b r e  si  e l  compuesto 
de RM 4.33 f u e r a  4-eno-21-OH-3,2O-diona-ll,l8-oxi- 
do-pregnano (18-DAL) o  4,20-dieno-11,21-diOH-3- 
ona-18.20-oxido-pregnano, pudien8o eventualmente ' 
darse una mezcla d e  ambas (F igu ra  11). 
d l  Produccidn de formas menos p o l a r e s  en s o l v e n t e s  
o rgdn icos  . 
E l  es t ac ionamien to  de  18-OH-B en  d i s t i n t o s  
s o l v e n t e s  o r g s n i c o s  t a l e s  carno ace tona ,  benceno, 
c lo roformo,  etc.... (2) ( 7 5 )  (76 )  produce formas 
menos p o l a r e s  cuya e s t r u c t u r a  no e s  conocida.  Se 
p o s t u l a  que  l a  produccidn de e s t a s  formas podr fa  
d e b e r s e  a l a  ~ c i d e z  de 10s s o l v e n t e s  orgdnicos ,  
a l a  p o s i b i l i b a d  de &to. de formsr  uniones  t i p o  
puente  de hidrdgeno, o de liberar raeicales (75 . 
i -  
E l  c a s o  e s p e c i a l  d e  10s a l c o h o l e s  como s o l -  
v e n t e s  o rgdnicos  y a  f u e  t r a t a d o  a n t e s .  podr ia  so-  
l amente  vo lve r  a  clecirse que  l o s  compuestos form& 
r2os en  medio a l c o h b l i c o  r igurosamente  n e u t r o  son  
Be e s t r u c t u r a  clesconocida y C i f e r e n t e s  a  fas  pro- 
d u c i c b s  en  medio a l c a h 6 l i c o  con trazas de hidroge-  
n iones ,  10s c u a l e s  son  20-alcohoxider ivados,  aun- 
que  podrgan estar en p r e s e n c i a  de o t r a s  formas adn 
no de te rminadas .  
e ) ~ i r n e r i z a c i  dn . 
La 18-OH-B formada a  p a r t i r  de B, p a r  h i d r o x i  -
l a c i b n  mic rob io lbg ica ,  h a  s i d o  a i s l a d a  d e l  medio 
de c u l t i v o  coma un dfmero, d e l  c u a l  se s u g i r i b  que 
estaba formado por  d o s  mon6meros un idos  pa r  s u s  po- 
s i c i o n e s  C - 2 0  y C-21 (14). L a  d imer i zac idn  d e  18- 
-OH-B tambien f u e  p o s t u l a d a  por  Damasco y Lantos 
( 5 )  usando Sephadex LH-20, l uego  de mantener en sg 
- i 
l u c i d n  a 1  e s t e r o i d e .  
En cuan to  a  18-OH-DOC, Genard y c o l .  ( 7 0 )  
d e s c r i b i e r o n  l a  formacidn de un dfmero en metanol 
y en d i m e t i l s u l f 6 x i d o .  
V )  QUIMICA DE LA ALDOSTERONA, 
En l a  Aldosterona (Aldo)  e l  grupo c a r b o n i l o  de l a  
p o s i c i 6 n  C-18 puede r e a c c i o n a r  con e l  gtupo  OH s u s t i t u -  
y e n t e  d e  l a  pos i c ibn  C-11, por  mec2io de una r e a c c i d n  s& 
milar a l a  que o c u r r e  en l a  18-OH-B e n t r e  e l  c a r b o n i l o  
de C-20 y e l  OH de  C-18. D e  e s t a  manera se produce un 
puen te  hemice td l i co  C-11- 0 -C-18, dando l u g a r  a l a  
forma monocicl ica  de l a  Aldo (Aldo-mc) (F igu ra  1 2 ) .  
Como consecuencia  de l a  formacit5n de l  puente  he- 
m i c e t d l i c o  en  l a  Aldo-mc apa rece  un OH s u s t i t u y e n t e  de 
l a  p o s i c i d n  C-18 (F igu ra  12  1 .  E s t e  grupo OH se encuen- 
t r a  aho ra  en  una posi'ki6n s i m i l a r  a1 homdlago de l a  
18-OH-B ( F i g u r a  9 ) .  por  l o  que puede r e a c c i o n a r  con e l  
c a r b o n i l o  d e  l a  p o s i c i b n  C-20 formdndose un c i c l o  C - 1 8  
- 0- C-20, y dando l u g a r  a l a  Aldo biciclica ( AZdo- 
bc) (F igu ra  1 2 ) .  .: 
En s o l u c i d n  e x i s t e n  l a s  tres formas de l a  Aldo: 
+' 
a b i e r t a ,  m c  y bc, s i endo  l a s  dos  G l t i m a s  l a s  mayorita-  
r i a s  ( 2 0 )  ( 7 7 ) .  
En e l  p r e s e n t e  t r a b a j o  de tesis se a i s l d  y ca rac -  
t e r i z 6  o t r a  forma pa ra  l a  Aldo, en  e q u i l i b r i o  con l a s  
a n t e r i o r e s ,  que c o n s i s t i d  en un dimero ( 78) .  
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V 1 ) ' L A  BIOSINTESIS DE LA 18-OH B Y DE LA ALDOI 
a )  S e c u e n c i a  d e  r e a c c i o n e s .  
E l  n e t a b o l i s m o  d e  B h a c i a  e s t e r o i d e s  a c t i -  
vos  i n v o l u c r a  l a  o x i d a c i d n  de l  q r u p o  m e t i l a  de 
l a  p o s i c i 3 n  C-18. E l  p r o d u c t 0  f i n a l  d e  e s t e  m e -  
canismo b i o s f n t 6 t i c o  r i n d e  Aldo, e s t e r o i 2 e  q u e  
e n  s u  forxta a b i e r t a  t i e n e  un g rupo  aXdehi0o e n  
l a  misma p o s i c i 6 n  C-18 ( F i g u r a  1 2 ) .  T a l  oxida-  
c i d n  i n v o l u c r a  4 e q u i v a l e n t e s  ( 4  e l e c t r o n e s )  por  
l o  q u e  es d a b l e  p e n s a r  q u e  deba  e x i s t i r  como in 
t e r m e d i a r i o  d e l  p a s o  de B a Aldo, e l  e s t e r o i d e  
q u e  p o s e a  en  l a  p o s i c i d n  C-18 un g r u p o  o x h i d r i l o .  
E s t e  d l t i m o  e s t e r o i d e  no es mbs q u e  f a  18-OH-8. 
Por l o  t a n t o ,  como i n i c i a l m e n t e  se propuso ( F i -  
g u r a  2 1  se puede escribir ( 7 9 ) :  
B (-> 18-OH-B Aldo 
E s t a  s e c u e n c i a  es a v a l a d a  p o l  e s t u d i o s  de 
c a p t u r a  c!e f n t e r m e d i a r i o s  r e a l i z a d o s  p o r  Vecsei 
(80) y Kojima y c o l .  ( 8 1 ) ( 8 2 ) .  A p a r t e  de  este  
camino e s t e r o i d o g d n i c o  p r i n c i p a l  p a r a  l a  b i o s f n -  
t es i s  de Aldo, M G l l e r  ( 8 3 )  propuso  un camino a l -  
t e r n a t i v o ,  e l  c u a l  se h a l l a  r e p r e s e n t a d o  e n  l a  
, F i g u r a  13 .  
I 
1 Por o t r o  l a d o ,  Neher ( 8 4 )  propuso  un e s q u e  
ma mgs general representado en la Fiqura  1 4 ,  e l  
cual. ' i n c l u y e  l a s  v f a s  m e t a b d l i c a s  d e  Miiller ( Z  
d e  Neher e q u i v a l e n t e  a 1 1 - d e s o x i a l d o s t e r o n a  de 
o a m  
o ' t t m o  
d Q R ,  
-A 4 .o 
4.' k II 
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s m u h  
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Miiller . 
Fina lmente ,  U l i ck  ( 8 5 )  demostrb ,  e n  i n t e r r e  
n a l e s  d e  s apo ,  que  1 8 - D A L  era mejor p r e c u r s o r  p a r a  
Aldo que  18-OH-8, aunque no h a l l 6  que  a q u e l  este- 
r o i d e  se p r o d u j e s e  como i n t e r m e 2 i a r i 0 ,  a p a r t i r  
de a lg6n  p r e c u r s o r  conocido.  
b) ~endimientos~biosint&ticos: l a  b a j a  capacidad p re -  
cursors d e  18-OH-B. 
A 1  i ncuba r  B t r i t i a d a  con t e j i d o  a d r e n a l  
10s r end imien tos  o b t e n i d o s  p a r a  18-OH-B o s c i l a n  
e n t r e  e l  1 y e l  12% ( 7 9 ) .  Para Aldo 10s v a l o r e s  
informados se encuen t r an  e n t r e  e l  5 y e l  26% 
( 7 9 )  ( 7 ) .  
A Por o t r o  l a d o ,  s eg6n  d a t o s  d e  l a  l i t e r a t u -  
r a ,  e l  r end imien to  de Aldo a p a r t i r  d e  18-OH-B 
e q u i v a l e  a  v a l o r e s  e n t r e  1/81 y 1 / 1 7  d e l  r end i -  
miento a p a r t i r  d e  B ( 7 9 )  ( 8 6 )  ( 8 7 ) .  
D e  e s t o s  d a t o s  see v e  c l a r amen te  que l a  p r o  
ducc idn  d e  ~ l d o  a  p a r t i r  de B e s  mucho mayor que  
a  p a r t i r  d e  18-OH-B l o  c u a l  e s t a r f a  en c o n t r a d i c -  
c i 6 n  con e l  esquema a n t e s  p r o p u e s t o  (F igu ra  2). 
S i n  embargo 10s r e s u l t a d o s  a n t e r i o r e s  po- 
d r i a n  e x p l i c a r s e  con  10s s i g u i e n t e s  argumenFos: 
1) L a  ox idac idn  de B a  Aldo es efec tukda  
p o r  una 6 n i c a  enzima cuyo s i t i o  a c t i v o  s d l o  re- 
conoce a  B. Luego, a l  i n c u b a r  l a  enzima con  
18-OH-B, Qsta no es r e c o n o c i d a  p o r  a q u & l l a ,  b a j a n  -
d o  e l  renEi rn ien to  de Aldo (11) ( 8 5 ) .  
2 )  La masa enddgena d e  18-OH-B e n  mucho ma- 
y o r  q u e  la ~ o r r e s ~ o i d i e n t e  a B. D e  e s t a  forma l o s  
p r e c u r s o r e s  r a d i a c t i v o s  q u e  se  u s a n  se " d i l u y e n "  
mbs p a r a  18-OH-B que p a r a  B r e s u l t a n d o  una p roduc  -
c i d n  menor d e  Aldo r a d i a c t i v a  a  p a r t i r  del  pr imer  
p r e c u r s o r  c o n  r e s p e c t o  a 1  segundo.  
3 )  E l  p r e c u r s o r  184H-B se  a g r e g a  a 1  media 
de i n c u b a c i d n  como forma M l a  c u a l  es muy p o l a r .  
Esa a l t a  p o l a r i d a d  d e  l a  mol6cula  l e  i m p e d i r i a  
a t r a v e s a r  l a s  membranas p a r a  l l e g a r  a 1  lugar de 
a c c i d n  e n z i m g t i c a .  E s t e  problema no e x i s t i r f a  s i  
18-OR-B se p r o d u j e s e  " i ~  s i t u n  a p a r t i r  d e  B ( 8 1 ) .  
4 )  L a  forma "M d e  18-OH-B, usaOa como p r e -  
c u r s o r  y a i s l a d a  de  t e j i d o ,  posee  un p u e n t e  hem& 
c e t d l i c o  18 ,20 m i e n t r a s  q u e  10s t au tdmeros  d e  A& 
d o  poseen e l  p u e n t e  e n  e l  s e n t i 2 0  o p u e s t o  11 ,18.  
D e  - esta manera,  l a  forma precursors p a r a  Aldo 
s e r f a ,  o  b i e n  l a  forma a b i e r t a  d e  18-OH-B, o  b i e n  
a l g u n a  forma menos p o l a r  que n e c e s i t a  c o n d i c i o n e s  
e s p e c i a l e s  p a r a  s u  formacibn.  
E s t a  l i s t a  de argumentos p o s i b l e s  p a r a  ex- 
p l i c a r  l a  b a j a  c a g a c i d a  p r e c u r L o r a  de 18-OH-B e 
para Aldo con r e s p e c t o  a B,  no es d e  ninguna f o r -  
ma l i m i t a t i v a ,  p e r 0  si c o n s t i t u y e  l a s  h i p d t e s i s  
que  mgs se han d i s c u t i d o  e n  l a  I f t e r a t u r a .  
E l  argumento 1 d e j a  ~e ser vdl iOo a l a  l u z  
de 10s e x p e r i m e n t o s  de " c a p t u r a W  por  18-OH-B r a d i o  -
i n e r t e  de l a  r a d i a c t i v i d a e  p r o v e n i e n t e  de B ,  c o n  
l a  c o n s e c u e n t e  d i sminucf6n  de l a  de Aldo ( 8 0 )  (81 ) .  
E l  argumento 2 r e s u l t a  asimismo o b j e t a b l e  
y a  que  usando mitaconC!rias, e n  l a s  q u e  10s este- 
r o i d e s  enclbgenos pueden c a n s i d e r a r s e  d e s p r e c i a b l e s ,  
se s i g u i e r o n  o b t e n i e n d o  10s mismos r e s u l t a d o s .  
Asimismo, s e g d n  d a t o s  p e r s o n a l e s  no p u b l i c a d o s ,  
l a s  c a n t i d a d e s  de B y de 18-OH-B enebgenas r e s u l -  
t a n  s i m i l a r e s  o ,  de h a b e r  a l g u n a  d i f e r e n c i a ,  6 s t a  
no a l c a n z a  p a r a  j u s t i f i c a r  l a  v a r i a c i d n  obse rvada  
e n  10s r e n d i m i e n t o s  de Aldo. 
Los argumentos 3 y 4 no pueden d e s c a r t a r s e  
f d c i l m e n t e .  ~ d s  a d n , a c e r c a  de l  argumento 4 e x i s -  
t e n  d a t o s  q u e  i n d i c a n  que  a l g u n a s  formas  menos 
p o l a r e s  de l a  18-OH-B producen mayor c a n t i d a d  
- 
de Aldo ( 5 )  ( 7 ) .  A e s t e  r e s p e c t o  s o n  r e l e v a n t e s  
tambi6n l a s  i d e a s  d e  A u p e t i t  y c o l .  ( 8 8 )  q u i e n e s  
proponen coma p r e c u r s o r a  de Aldo una forma t r a n s -  
formada de 18-OH-B, aunque no necesar iarnente  menos 
p o l a r .  E s t o s  a u t o r e s  o b t i e n e n  una mayor c a n t i d a d  
p r e c u r s o r a  p a r a  Aldo cuando incuban  18-OH-B ais- 
l a d a  de t e j i d o  a d r e n a l  p rev iamente  incubado con 
B tritiada- gue cuando incuban la 18-OH-B sinte- 
t i c a .  
E s t o s  argumentos forman p a r t e  d e  l a s  h ipb-  
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Fiqura 1 5 :  Esquema propuesto por Ulick ( 89 1 para l a  b i o s f n t e s i s  d e  ~ l d o  a p a r t i r  
de Cort icos terona ,  M-ENZ: metaloenzima. 
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tesis p l a n t e a d a s  p a r a  e l  d e s a r r o l l o  d e l  p r e s e n t e  
t r a b a  j o  c?e tesis: E l  argument0 3 se  prob6 i n c l z  
yendo a  10s p r e c u r s o r e s  r a 2 i a c t i v o s  en l iposomas 
d e  l f p i d o s  no p o l a r e s  d e  a d r e n a l  de r a t a ,  m ien t r a s  
que e l  4 se probd incubando d i f e r e n t e s  formas 
menos p o l a r e s  de l a  18-OH-B. 
Con e s t o s  argumentos a n a l i z a d o s ,  cabe ahora  
s e f i a l a r  que  l a s  h i p d t e s i s  mbs generalmente  acep- 
t a e a s  s o b r e  l a  b i a s f n t e s i s  d e  Aldo a p a r t i r  da 
18-OH-B, admiten l a  e x i s t e n c i a  d e  un intermedia-  
r i a  a c t i v o  que d i f i e r e  e s t r u c t u r a l m e n t e  de  l a  18- 
-OH-B a i s l a d a  (forma "Mm). E l  esquema mds acepta -  
do es e l  d e  Ulick ( 8 9 )  (F igu ra  15) q u i e a  p o s t u l a  
como i n t e r m e d i a r i o  un complejo d e l  e s t e r o i d e  con 
una metaloenzima, s i e n d a  l a  forma M d e  18-OH-B 
bioqufmicarnente i n e r t e  y o r i g i n a d a  a  p a r t i r  d e l  
complejo. La h i p d t e s i s  d e  U l i c k  e x p l i c a  s a t i s f a s  
t o r i amen te  a lgunas  s i t u a c i o n e s  metabdl icas  y c l i  -
n i c a s  y e s t d  d e  acuerdo con l a s  i d e a s  genera l -  
mente p ropues t a s  p a r a  convers iones  s i m i l a r e s  (90). 
S i n  emba,rgo e l  i n t e r m e d i a r i o  esteroide-metaroen- 
zima no ha podido s e r  c a r a c t e r i z a d o .  
O t r a  h i p d t e s i s  s i m i l a r  propone una cadena 
d e  p ro t eznas  a  l a  c u a l  e l  i n t e r m e d i a r i o  b ios in -  
t 6 t i c ~  actAvo estarga unido (91). 
c) Mecanismos y co - fac to re s .  
En c u a n t o  a  l o ~  mecanismos i n v o l u c r a E o s  e n  
l a s  o x i d a c i o n e s  de B y de 18-OH-B, Oesde 10s p r i  -
meres t r a b a j o s  se v e r i f i e d  y se a c p e t d  que ,  e n  
d i s t i n t a s  e s p e c i e s ,  e l  p a s a j e  de B a  18-OH-B con- 
s i s t $ &  e n  una  h i d r o x i l a c i d n  ( 6 0 )  ( 8 6 )  ( 9 2 ) .  E s -  
t a s  cornprobaciones se r e a l i z a r o n  e s t u d i a n d o  10s 
r e q u e r i m i e n t o s  de NADPH p o r  NADP y de 02. La  o x i  -
d a s a  de f u n c i b n  mix ta  r e s p o n s a b l e  de esta h i d r o x i  
l a c i d n  f u e  denominada p o r  U l i c k  ( 8 5 )  m e t i l  oxida-  
s a .  
La e x i s t e n c i a  de un mecanismo de h i d r o x i l a -  
c i d n  p a r a  l a  o x i d a c i d n  de B a  18-OH-B, r e s u l t a  
s i  se q u i e r e M l b g i c o w  obse rvando  l a s  e s t r u c t u r a s  
de ambos e s t e r o i d e s  ( F i g u r a  21,  si b i e n  a 1  ais- 
l a r  18-OH-B se obtenga  s u  forma M rnbs que  s u  f o r  
, m a  abier ta  ( F i g u r a  9  1 .  
' E l  mecanismo de l a  o x i d a c i 6 n  de 18-OH-B a 
Aldo, p a r  e l  c o n t r a r i o ,  f u e  p o r  l a r g o  t iempo d i s -  
c u t i e a .  E s t o  f u e  a s x  desde ambos p u n t o s  de v i s t a ,  
e l  t e d r i c o  y e l  e x p e r i m e n t a l .  En e l  pr imer0  e s  
p o s i b l e  p o s t u l a r  d e s h i d r o g e n a c i o n e s  o  h i d r o x i l a -  
c i o n e s  t a l  c u a l  f u e  p o s t u l a d o  por  F r a s e r  y Lantos  
(11) ( F i g u r a  1 6 )  y  p a r  Kojima ( 8 2 ) ,  t e n i e n d o  e n  
i 
c u e n t a  l a s  formas  a b i e r t a s  y / b  c f c l i c a s  d$ l a  18- 
-OH-B Y Ct la A l d ~ .  
Desde e l  p u n t o  de v i s t a  e x p e r i m e n t a l  e x i s -  
t e n  e n  l a  l i t e r a t u r a  d a t o s  q u e  f a v o r e c e n  l a  d e s h i -  
Figura 16: Carninbs b i o s i n t Q t i c o s  p ~ 0 p U e S t Q S  por Fraser 
y Lantos  (11) p a r a  l a  o b t e n c i d n  B e  Aldo segbn: a) una 
h i d r o x i l a c i 6 n ;  b) una i!eshidrogenacibn. 
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d r o g e n a c i d n  ( 2 1 )  y a t r o s  q u e  a v a l a n  una  h i d r o x i -  
l a c i d n  (871,  s i  b i e n  d e s e e  10s e s t u d i o s  de Marusic 
y c g l .  ( 9 3 )  tom6 mayor forma l a  idea de  una h i d r o x i  
-
l a c i b n .  ~ d s  r e c i e n t e m e n t e  se  ha conf i rmado e s t e  
mecanismo p a r  10s e s t u d i o s  de A u p e t i t  y c o l .  ( 9 4 )  
( 9 5 )  s o b r e  r e q u e r i m i e n t o s  de c o - f a c t o r e s ,  ATP e 
intermediaries de l  C i c l o  de Krebs y p o r  10s de 
i n h i b i c i d n  d e  l a  cadena  t r a n s p o r t a d o r a  de elec- 
t r o n e s  de l  c i t o c r o m o  P-450 de Kojima y c o l .  (81) 
( 8 2 ) .  
Cabe d e s t a c a r  q u e  l a s  h i d r o x i l a c i o n e s  pro-  
p u e s t a s  se  e f e c t u a r f a n  s o b r e  l a  forma a b i e r t a  ( 8 2 )  
o  s o b r e  l a  forma M ( 9 5 ) .  Sobre  l a  p r i m e r a  l a  d i -  
f i c u l t a d  reside e n  q u e  se h a l l a  e n  muy b a j a  pro-  
p o r c i d n ,  m i e n t r a s  q u e  s o b r e  l a  segunda (forma M I  
e l  problerna b i o s i n t d t i c o  se  p r e s e n t a  e n  que  s u  
c i c l o  (18-  0- 20)  es o p u e s t o  a 1  n e c e s a r i o  p a r a  
Aldo (11-0-18)  ( F i g u r a s  9  y 12). 
d )  ~ o m p a r t i m e n t a l i z a c i d n  a  n i v e l  c e l u l a r .  
A 1  i n c u b a r  B r a d i a c t i v a  con  l a s  d i f e r e n t e s  
f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  o b t e n i d a s  a p a r t i r  c?e t= 
j i d o  a d r e n a l  se  ha v i s t o  q u e  l a  fokmacidn d e  18-  
-OH-B y  de Aldo o c u r r e  e n  m i t o c o n d r i a s  (96) ( 6 0 ) .  
Por  o t r o  l a d o  se o b t i e n e  e l  mismo r e s u l t a e o  cuan- 
d o  se i n c u b a  18-OH-B r a d i a c t i v a  p a r a  o b t e n e r  Aldo 
V I I )  L A S  ZONAS DE LA CORTEZA SUPRARRENAL, SUS SECRECIO- 
NES Y FUNCIONES.  
E l  p a r  de g l b n ~ u l a s  s u p r a r r e n a l e s  de l a  r a t a  
a d u l t a  p e s a  a l r e d e d o r  de  35 mg. 
En l a s  g l d n d u l a s  s e c c i o n a d a s  e n  mitades se 
pueeen o b s e r v a r  a  s i m p l e  v i s t a  l a s  d o s  r e g i o n e s  
aproximadamente e q u i v a l e n t e s :  l a  mCdula mds c l a r a  
y l a  c o r t e z a  ( F i g u r a  171 ,  
Es b i e n  s a b i d o  q u e  l a  r e g i d n  medular  es 2e 
o r f g e n  n e r v i o s o ,  que  s e g r e g a  c a t e c o l a m i n a s  y que, 
s a l v o  s i t u a c i o n e s  p a t o l b g i c a s ,  s 6 l o  l a  c o r t e z a  se- 
g r e g a  e s t e r o i d e s  . 
Los p r imeros  e s t u d i o s  s o b r e  z o n i z a c i d n  de 10s 
c o r t i c o e s t e r o i d e s  f u e r o n  e f e c t u a d a s  p a r  G i r a u 3  y 
c o l .  ( 9 8 )  q u i e n e s  e n c u e n t r a n ,  t a l  como e r a  d e  espe-  
r a r ,  que l as  zonas  mss c o n t i g u a s  a l a  m&dula, l a  
f a c s i c u l a d a  y l a  r e t i c u l a r  ( F i g u r a  171 ,  s i n t e t i z a n  
- 
B .  p e r o  no Aldo, m i e n t r a s  q u e  l a  zona g lomeru losa  
p roduce  Aldos te rona .  MAS a d e l a n t e  Stachenko y ~ i r a u d  
demues t ran  que  B e s  p r o d u c i d a  p o r  ambas zonas ( 9 9 ) .  
L u c i s  y c o l  ( 1 0 0 )  y Ward y Birmingham (1011,  c o n f i r -  
maron e s t o s  r e s u l t a 2 o s .  F ina lmente  Sheppard y c o l ,  
( 1 0 2 )  demues t ran  que  ambas r e g i o n e s  (g lomeru losa  y 
f a c s i c u l a d a - r e t i c u l a r )  c o n t i e n e n  l a s  enzimas capa-  
cea de  h i d r o x i l a r  las pbsicianes 21, 11 y 18 de 10s 
pregnano  e s t e r o i d e s  . 
Sin embargo l u e g o  s e  e v i d e n c i d  q u e  l a s  h i d r o x i -  
Figura  1 7 :  Zonas tile l a  g ldndula  ad rena l .  
1= Zona glamerulosa.  
2= Zona f a c s i c u l a d a .  
3=  Zona r e t i c u l a r .  
CORTEZ A 
MEDULA 
l a c i o n e s  en  l a s  p o s i c i o n e s  11 y 1 8  d e p e n d e r i a n ,  p a r a  
s u  z o n i z a c i b n ,  d e l  s u s t r a t o .  En e f e c t o ,  l a  1 8 - h i d r o x i  
- 
l a c i d n  d e  B p a r a  d a r  18-OH-B o c u r r e  en  arnbas r e g i o -  
n e s  i n d i s t i n t a m e n t e  rn ien t ras  q u e  l a s  c?e B y 18-OH-B 
h a c i a  AlCo s 6 l o  o c u r r e n  e n  l a  g l o m e r u l o s a  ( 9 8 )  (92) 
(11) (102)  ( 8 4 ) .  
E s  a s f  como s u r g e  l a  e v i d e n c i a  de que  a l g u n o s  
e s t e r o i d e s  pueden ser formados e n  ambas r e g i o n e s  
(q lomeru losa  y f a c s i c u l a e a - r e t i c u l a r )  p e r o  s d l o  a c -  
t 6 a n  como p r e c u r s a r e s  e n  una  d e  e l l a s .  Para e l  c a s o  
r e c i 6 n  mencionado de 18-OH-B Neher ( 8 4 )  y U l i c k  ( 8 9 )  
p r o p u s i e r o n  q u e  e s t e  e s t e r o i d e  s e a  i n t e r m e d i a r i o  de 
b i o s i n t e s i s  e n  una r e g i 6 n  ( q l o m e r u l o s a )  y produc to  
f i n a l  e n  l a  o t r a .  D e  Nico la  y D a h l  ( 1 0 3 )  p o s t u l a n  
un mecanismo s i m i l a r  p a r a  DOC. En e f e c t o ,  e s t o s  
a u t o r e s  e n c u e n t r a n  q u e  DOC a c t d a  como p r e c u r s o r  e n  
- 
l a  zona g l o m e r u l o s a ,  y como p r o d u c t o  f i n a l  en l a  zo 
na f a c s i c u l a d a - r e t i c u l a r ,  s u g i r i e n d o  a s f  que l a  se-- 
c r e c i d n  d e  es te  e s t e r o i d e  s e  e f e c t u a r i a  a  p a r t i r  de  
e s t a  Gl t ima r e g i b n .  
Para  l a  11 p - h i d r o x i l a c i d n  de 18-OH-DOC como 
v i a  a l t e r n a t i v a  en  l a  b i o s f n t e s i s  de Aldo ( F i g u r a  
1 3 )  Mul ler  demues t ra  q u e  o c u r r e  e n  l a  zona glometu-  
l o s a ,  s i  b i e n  18-OH-DOC tambi6n e x i s t e  e n  l a  f a c s i -  
c u l a d a -  r e t i c u l a r  ( 8 3 )  . 
En s f n t e s i s  p u e b  d e c i r s e , q u e  " la  razdn  d e  
ser" d e  l a  g l o m e r u l o s a  s e r f a ,  l a  d e  s u m i n i s t r a r  e l  
m i n e r a l o c o r t i c o i d e  mss p o t e n t e  m i e n t r a s  que l a  f o r -  
macidn en e l l a  d e  p roges t e rona  y c o r t i c o s t e r o n a  en  
pequeiias c a n t i d a d e s  c u m p l i r l a  un r o l  p r e c u r s o r .  E l  
r o l  d e  l a s  zonas f a c s i c u l a z a  y r e t i c u l a r ,  en  cambio, 
es p r a d u c i r  g r andes  c a n t i d a d e s  d e  B u t i l i z a d a  por  
e l  organismo corno hormona. E s t e  esquema se rnantiene 
v b l i e o  en  l a  a c t u a l i d a d .  
V I I I )  IMPORTANCIA DE LAS REACCIONES ESPONTANEAS E N  LA BIO- 
S I N T E S I S  DE ESTEROIDES. 
L a  e x i s t e n c i a  d e  r e a c c i o n e s  espontbneas ,  e s  d e  -
cir no enz imbt i ca s ,  e n  a lgunos caminos es te ro idogg-  
n i c o s  ha s i d o  p o s t u l a d a  coma un mecanismo n a t u r a l .  
En e f e c t o ,  ~ r a g o n 4 s  y  c o l .  (71 ,  encont ra ron  
produccidn s i g n i f i c a t i v a  de Aldo a  p a r t i r  de B y de 
una forma menos p o l a r  de 18-OH-B, "incubando" e s t o s  
dos  d l t i m o s  e s t e r o i d e s  en media b u f f e r  s i n  t e j i d o  o  
con t e j i d o  a d r e n a l  previamente  hervido.  
Por o t r o  l a d o ,  en e l  mecanismo d e  aromat izacidn 
del  a n i l l o  A d e  10s andrdgenos h a c i a  es t rdgenos  
Fishman y Raju (104)  y  Hahn y Fishman (105)  proponen 
tres h i d r o x i l a c i o n e s  enz imdt i ca s  c6nsecu t ivas  en l a s  
pos i c iones  1 9 ,  1 9  y 2 d e  A -4-androsteronediona;  s= 
gu idas  de  un m-ecanismo no enz ims t i co  que f i n a l i z a r i a  
en  l a  produccidn d e  e s t r o n a .  D e  e s t a  forma l a  func idn  
- 
d e  l a  aromatasa s e r f a  l a  d e  p roduc i r  estas tres h i -  
d r o x i l a c i o n e s  ( l a s  c u a l e s  tambidn han s i d o  probadas 
p a r  o t r o s  a u t o r e s  (10611, no i n t e r v i n i e n d o  l a  e n z i -  
ma en e l  paso f i n a l  d e  a romat izac idn  ( d e s l o c a l i z a -  
c i d n  d e  e l e c t r o n e s  en e l  a n i l l o  A ) .  D e  e s t a  forma, 
10s mismos a u t o r e s  e x p l i c a n  que l a  enzima no s e a  
i n h i b i d a  por  e s t rdgenos  ya que d s t o s  no s e d i a n  s u s  
groductos metab6licos.  Sobre e l  mismo camino b io -  
s i n t d t i c o ,  o t r o s  a u t o r e s  (107)  d i f i e r e n  en l a  po- 
s i c i d n  d e  l a  Gltima h i d r o x i l a c i d n ,  pero tambign ad- 
miten un mecanismo espontsneo para e l  reordenamien- 
t o  f i n a l  que concluya en l a  aromatizacidn 6 e l  a n i l l o  
A .  
IX) EFECTOS DEL ACTH SOBRE LA ALDOSTERONOGENESIS , 
Son b i e n  c o n o c i d o s  10s e f e c t o s  t r d f i c o s  y glucocor -  
t i c o i d o g i n i c o s  de l a  ACTH s o b r e  10s d i v e r s o s  s i s t e m a s  en- 
z i m g t i c o s  de l a  c o r t e z a  s u p r a r r e n a l  y e l  p a p e l  que  c a b e  
t a n t o  a 1  AMP c i c l i c o  como a  p r o t e i n a s  i n d u c i d a s  d e  re- 
cambio r d p i d o  como i n t e r m e d i o s  de c a d a  uno de e s t o s  efec- 
t o s .  ~ 6 a s e  p o r  e j emplo  Garren  y c o l .  (108)  y ademds (109)  
( 1 1 0 )  (111). 
En cambio,  e l  e f e c t o  de l a  t r o f i n a  s o b r e  l a  b i o s f n -  
tesis de l a  Aldo a  p a r t i r  de B y e l  tambi6n p o s t u l a d o  de 
l a  Aldo a p a r t i r  de 18-OH-DOC es o b j e t o  de p u b l i c a c i o n e s  
a p a r e n t e m e n t e  c o n t r a d i c t o r i a s  de l a s  c u a l e s  no r e s u l t a  
fscil s a c a r  c o n c l u s i o n e s  v d l i d a s .  
Algunos t r a b a j o s  e n c u e n t r a n  e s t i m u l a c i d n  de Aldo a 
p a r t i r  de B ( 1 1 2 )  ( 1 1 3 )  ( 1 1 4 )  ( 1 1 5 )  (1161,  o t r e s  i n h i b i -  
c i o n e s  ( 1 1 7 )  ( 1 1 8 )  (119)  ( 1 2 0 )  ( 1 2 1 )  ( 7 9 ) ;  s i e n d o  una de 
l a s  pocas  c o n c l u s i o n e s  c l a r a s  l a s  q u e  se  r e f i e r e n  a  l a  
r e s p u e s t a  bifAsica o b t e n i d a  e n  e l  human0 por  t r a t a m i e n t o  
p ro longado  con  ACTH: !$rimer0 l a  t r o f i n a  e s t i m u l a  y l u e g o  
i n h i b e  e s t a  s e c r e c i d n .  ( V e r  p o r  e jemplo  ( 1 2 2 ) ) .  
~ u i z d s  debamos b u s c a r  e n  e s t a  o b s e r v a c i d n  c l i n i c a  
l a  clasze de a l g u n a s  c o n t r a d i c c i o n e s  a p a r e n t e s .  
Una de s u s  c a u s a s  p o d r i a  ser 10s momentos medidos 
I 
p o r  10s d i s j i n t o s  a u t o r e s :  e s t i m u l a c i 6 n  e n c u e n t r a n  aqu i -  
110s que miden respuestas rdpidas e i n h i b i c i 6 n  10s que 
miden r e s p u e s t a s  e n  l a  f a s e  c r b n i c a .  La o t r a  d i f e r e n c i a  
de 10s modelos e x p e r i m e n t a l e s  se ref iere  a  l a s  c o n c e n t r a -  
c i o n e s  empleadas:  i n h i b i c i d n  con a l t a s  d o s i s ,  e s t i m u l a c i d n  
c o n  b a j a s  d o s i s .  
E l  mot!elo u t i l i z a d o :  una r e v i s i d n  crit ica de l a  li- 
t e r a t u r a  demues t ra  q u e  aparen temente  l a s  p r e p a r a c i o n e s  
mbs c o m p l e j a s  exh iben  i n h i b i c i d n  m i e n t r a s  q u e  10s s is te-  
mas pur i f i cac?os  de g l o m e r u l o s a  e x h i b e n ,  a 1  menos e n  s u s  
f a s e s  mSs agudas ,  e s t i m u l a c i 6 n .  
Y f i n a l m e n t e  t i e n e  i m p o r t a n c i a  l a  e s p e c i e  e l e g i d a  
y a  q u e  l a  r a t a  p a r e c e  ser  mbs s e n s i b l e  a 1  e f e c t o  i n h i b i -  
t o r l o  q u e  o t r a s  e s p e c i e s  mamfferas.  
Una 'review" r e c i e n t e  de es te  g r u p o  (22) t r a ta  de 
s i s t e m a t i z a r  l a s  r e v i s i o n e s  c r f t i c a s  de t o d o s  e s t o s  tra- 
b a j o s  y  p o s t u l a  q u e  e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  y e s t i m u l a d o r  
c o e x i s t e n  p e r 0  q u e  e l  predominio  de uno u  o t r o  se h a l l a n  
d e t e r m i n a d o s  p a r  f a c t o r e s  t a & e s  como c o n c e n t r a c i b n  de t r o  
- 
- 
fins, c o m p l e j i d a d  d e l  s i s t e m a  y  d u r a c i d n  de l  t r a t a m i e n t o ,  
s i e n d o  l a s  e s p e c i e s  no 1 7  h i d r o x i l a n t e s  mds s e n s i b l e s  a 1  
e f e c t o  i n h i b i d o r  q u e  l a s  1 7  h i 3 r o x i l a n t e s .  
Has ta  qu6 p u n t o  e s t o s  e f e c t o s  o p u e s t o s  se h a l l a n  
b a j o  e l  c o n t r o l  a l t e r n a t i v o  d e  f o s f o r i l a c i o n e s  y d e f o s -  
f o r i l a c i o n e s  d e  e s t o s  s i s t e m a s  e n z i m d t i c o s  (123) no e s t d  
abn a c l a r a d o  y  no forma p a r t e  de l a  t e m d t i c a  de e s t a  t e -  
sis - I 
O t r o s  t r a b a j o s  muy r e c i e n t e s  (124) parecen  haber 
demos t rado  q u e  un c i e r t o  n6mero de g e n e s  a d r e n o c o r t i c a l e s  
s o n  r e g u l a d o s  n e g a t i v a m e n t e  p o r  ACTH. 
A este c u a 3 r o  c o n f u s o  se suma e l  i n t e r r o g a n t e  del  
e f e c t o  t r o f f n i c o  s o b r e  10s d o s  p a s o s  d e  l a  18-met i lox i -  
d a c i b n .  Hay a l g u n a s  e v i d e n c i a s  q u e  i n d i c a r f a n  que t a n t o  
" i n  v i v o w  como " i n  v i t r o w  f a  ACTH s 6 l o  e s t i m u l a  (125) 
(126), p e r o  no i n h i b e ,  l a  fo rmac idn  de 18-OH-B a p a r t i r  
de B; o  s e a  l a  m e t i l - o x i d a s a ,  l o  c u a l  s i g n i f i c a -  
r i a  q u e  e l  e f e c t o  i n h i b i t o r i o  o c u r r e  d e  a l g 6 n  modo e n t r e  
18-OH-B y  Aldo. 
E s t a  G l t i m a  p r o p u e s t a  s e r d  d i s c u t i d a  rngs a fondo 
a  l a  l u z  de 10s r e s u l t a d o s  de l a  p r e s e n t e  t e s i s .  
O B J E T I V O S  
O B J E T I V O S  
Lo q u e  a n t e c e 2 e  c o n s t i t u y e  una p u e s t a  a 1  d f a  d e l  
problema de l o s  p a s o s  B a  Aldo h a s t a  l a  p r e s e n t e  tesis.  
Resumieneo: e n  una  p r i m e r a  e t a p a  se pudo comprobar 
que  e l  i n t e r m e d i a r i o  18-OH-B formaba,  coma c o n s e c u e n c i a  
de s u  e s t a c i o n a m i e n t o  e n  c i e r t o s  s o l v e n t e s  o r g d n i c o s ,  l o  
q u e  se c r e f a  q u e  e r a  una  forma 6 n i c a  d e  b a j a  p o l a r i d a d  y 
q u e  e s t a  forma aparen temente  a r t e f a c t u a l  e r a  un p r e c u r s o r  
r e l a t i v a m e n t e  e f i c a z  de l a  Aldo (2) (5). En una  segunda 5 
t a p a  se pudo comprobar q u e  formas  y  d e r i v a d o s  no p o l a r e s  
d e  l a  18-OH-B podgan o b t e n e r s e  de v a r i a s  maneras: s o l v e n -  
tes o r g d n i c o s  n e u t r o s ,  s o l v e n t e s  o r g d n i c o s  a c i d i f i c a d o s ,  
medio acuoso  d c i d o  y q u e  l as  formas  y d e r i v a d o s  menos p g  
lares r e s u l t a n t e s  e r a n  m 6 l t i p l e s .  Se i n t e n t 6  e n  e s t a  e t a p a  
c a r a c t e r i z a r  a e s t a s  formas  y s e l e c c i o n a r  e n t r e  e l l a s  bue- 
- 
n a s  p r e c u r s o r a s  ( 3 )  (6). Lo pr imer0  se c o n s i g u i d  a  medias 
p o s t u l d n d o s e  con  10s m6todos d i s p o n i b l e s  en  e s a  6poca va; 
r i a s  e s t r u c t u r a s  a l t e r n a t i v a s  p o s i b l e s  p a r a  a lgunos  d e r i -  
vados (6). Una c i e r t a  p r e c u r s o r i e d a d  s d l o  se pudo e s t a b l e -  
cer p a r a  una  de e s t a a  formas  que  s d l o  e x h i b f a  una t r a n s -  
fo rmac idn  e s p o n t d n e a  ( s i n  r e q u e r i m i e n t o  de f u e n t e  enzimd- 
t i c a l  a Aldo ( 7 ) .  
Los o b j e t i v o s  de esta  t e s i s  macieron de l a s  dudas  
que  p l a n t e a b a n  e s t o s  r e s u l t a d o s  a i s l a d o s :  
PRIMERO: e s t u d i a r  10s m e t a b o l i t o s  q u e  se producen a 1  i n -  
c u b a r ,  b a j o  c o n d i c i o n e s  c l b s i c a s ,  18-OH-B t r i t i a  
- 
* 
d a  con  s u p r a r r e n a l e s .  
SEGUNDO: hac ien60  t o d a s  l a s  combinaciones  p o s i b l e s  con 
c o n d i c i o n e s  q u e  abarcaban:  3 n i v e l e s  de pH (uno  
n e u t r o  y 2 0 s  b c i d o s ) ,  l a  p r e s e n c i a  o  l a  a u s e n c i a  
de enzimas ,  l a  n a t u r a l e z a  del  p r e c u r s o r  Yforma 
de o b t e n c i d n )  y l a  i n c l u s i d n  o  no de d s t e  e n  li- 
posomas de g r a s a  de t e j i d o  a d r e n a l ;  c u d n t a s  y 
c u d l e s  de e s t a s  c o n d i c i o n e s  r e s u l t a r f a n  f a v o r a -  
b l e ~  p a r a  una  c o n v e r s i d n  de 18-OH-B a  Aldo. 
Como se a p r e c i a r d  l a  combinacidn de e s t a s  
c o n d i c i o n e s  c o n s t i t u y e n  una s i s t e m a t i z a c i d n  de 
a q u e l l a s  u t i l i z a d a s  en  exper imentos  a n t e r i o r e s  
que  de a l g u n a  manera han demos t rado  c o n t k i b u i r  
a  l a  p r e c u r s o r i e d a d  de l a  18-OH-B. L a  e l e c c i d n  
de 10s n i v e l e s  de pH no f u e  f o r t u i t a  s i n 0  cons= 
c u e n c i a  de l a  q u e  e n t r e  t a n t o  se  a p r e n d i d  e n  l a  
l i t e r a t u r a  s o b r e  pHs d e  o r g a n e l a s  - s u b c e l u l a r e s .  
La e l e c c i d n  d e  l iposomas  a d r e n a l e s  reemplazando 
a  10s s o l v e n t e s  o r g d n i c o s  u t i l i z a d o s  e n  e x p e r i -  
mentos a n t e r i o r e s  f u e  c o n s e c u e n c i a  de l a  creciez 
t e  i m p o r t a n c i a  q u e  a d q u i e r e n  e s t a s  p r e p a r a c i o n e s  
como s i m u l a d o r e s  de fendmenos b i o l d g i c o s  en i n -  
terf a s e s  . 
TERCERO: en l a s  c o n d i c i o n e s -  que  d e m o s t r a r o n  s e r  f a v o r a b l e s ,  
c u g l e s  e r a n  l a s  c a r a c t e r f s t i c a s  f f s i c o - q u f m i c a s  
del  o d e  10s compuestos formados.  
CUARTO: l a  e s t r u c t u r a  d e f i n i t i v a  de e s t o s  compuestos. 
QUINTO: l a  p r e c u r s o r i e d a d  d e  e s t a s  formas  d e f i n i t i v a m e z  
t e  i d e n t i f i c a d a s ,  u t i l i z a n s o ,  e n  e l  c a s o  d e  18- 
D A L ,  e l  compuesto s i n t C t i c o  coma s u s t r a t o .  
s i  10s mismos se encon t raban  como e s l a b o n e s  i n -  
t e rmed ios  e n t r e  B y Aldo y /o  e n t r e  18-OH-B ( M I  
y Aldo, Es to  c o n s t i t u f a  l a  b a s e  p a r a  l a  p o s t u l g  
c i d n  d e  un camino me tabd l i co  e n t r e  B y  Aldo con 
pa sos  enz imdt icos  y espon tgneos ,  
SEPTIMO: d i s t r i b u c i d n  s u b c e l u l a r  " f i n a "  ( separando  y con -
s i d e r a n d o  separadamente  Ma t r i z  m i t o c o n d r i a l ,  
Membrana e x t e r n a  y Espac io  intermembrana como 
o r g a n e l a s )  d e  l a s  enzimas ,  
OCTAVO: ~ r i n c i ~ i o - d e l  s t u d i o  d e  l a  r e g u l a c i d n  de 10s 
pasos  i n v o l u c r a d a s  en s e x t o .  
M A T E R I A L E S  
N E T O D O S  
M A T E R I A L E S  Y M E T O D O S  
I)  FORMAS MENOS POLARES DE LA 18-OH-B EN MEDIO HCI, 
a )  su formacidn y a n d l i s i s  p a r  c romatograf ia  en papef 
Para  ob tene r  l a s  formas menos p o l a r e s  de que  
se hace r e f e r e n c i a  en l a  ~ n t r o d u c c i d n  pa ra  luego  
s e r  ensayadas  coma p r e c u r s o r e s  se s i g u i d  e l  metodo 
u t i l i z a d o  por  ~ r a g o n 4 s  y c o l .  ( 6 ) .  
1 p C i  de I , ~ - ~ H - ~ ~ - o H - B  ( 5 2  Ci/mmol) en r e s i -  
duo s e c o  se suspendid en 0.2 m l  de HC1 l o w 2  N. Lue- 
go de 1 0  minutos l a  suspens idn  se sembr6 s o b r e  pa- 
p e l  Whatman NQ l y s e  d e s a r r o l l d  cromatogrif icamen- 
t e  en  e l  s i s t e m a  Bush B5 (Benceno + Metanol + Aqua = 
2 : 1 : 1). F i n a l i z a d a  l a  cromatograf$a se detecta- 
r a n  l a s  zonas r a d i a c t i v a s  po r  medio d e  radiocromato- 
g r a f x a  ( ~ a d i o c r o m a t b g r a f o  Packard,  Modelo 7201). Se 
e luyd e l  material r a d i a c t i v o  co r r e spond ien te  a cada  
p i c 0  ( 3  veces  con 4 m l  d e  metanol cada vez) .  Sobre 
a l f c u o t a s  d e  10s e x t r a c t o s  metan6l icos  ob ten idos  
d e  l a  e l u c i d n  s e  midid l a  r a d i a c t i v i d a d  por medio 
de  c e n t e l l e o  l i q u i d 0  ( ~ e c c i d n  I V  de Mate r i a l e s  y 
~ 4 t o d 0 s ) .  Para l a  a s ignac idn  d e  10s RM e l  cromato- 
grama f u e  cornparado con o t r o  d e  18-OH-% que s e  co- 
r r i b  para le lamente .  Los p i c o s  ob ten idos  fueron 5, 
a s a b e r :  RM = 1; 4.33; 5.26; 6.33 y 7.18; es d e c i r  
se o b t u v i e r o n  4 formas  menos p o l a r e s  de 18-OH-B, 
de a c u e r d o  con  rago ones y c o l a b .  ( 6 ) .  
b) Su fo rmac idn  y a n d l i s i s  p a r  c r o m a t o q r a f f a  l f q u i d a  
de a l t a  p r e s i d n .  
Se c a r a c t e r i z a r o n  tambidn p o r  c r o m a t o g r a f i a  
l f q u i d a  de a l t a  p r e s i d n  (CLAP) l a s  formas  menos po 
-
lares de l a  18-OH-Be L a  p r e p a r a c i d n  de l a  muest ra  
p a r a  a n a l i z a r  p o r  CLAP f u e  r e a l i z a d a  de l a  s i g u i e n -  
t e  rnanera: se s u s p e n d i e r o n  1 4 0  pg d e  18-OH-B r a d i o -  
i n e r t e  en HC1 como se i n d i c d  a n t e r i o r m e n t e  y a l a  
s u s p e n s i d n  se l e  e f e c t u a r o n  3 e x t r a c c i o n e s  con 
C ~ ~ C H ~ .  EI e x t r a c t o  o r g d n i c o  t o t a l  se d i v i d i d  e n  
2  p a r t e s :  A y B. E l  e x t r a c t o  A se l l e v 6  a  seque-  
d a d  (37QC; N2) y se a n a l i z d  inmedia tamentc  por  CLAP. 
EI e x t r a c t o  B se  l l e v d  a 1 m 1  ( 3 7 ~ ~ ;  N ~ )  y se a g r e -  
gd 1,s m l  d e l  s o l v e n t e  a  u s a r  e n  CLAP. Se c o n t i n u d  
l u e g o  l a  e v a p o r a c i d n  h a s t a  l a  e l i m i n a c i d n  t o t a l  d e l  
C12CH2 y l a  s o l u c i d n  se a n a l i z d  inmedia tamente  por  
CLAP. En l a  ~ e c c i d n  111 de M a t e r i a l e s  y M B ~ O ~ O S  se 
d e t a l l a n  l a s  c o n d i c i o n e s  de u s o  p a r a  CLAP. 
~1 a n d l i s i s  d e  l a s  m u e s t r a s  A y B tuvo  por  
o b j e t i v o  i n v e s t i g a r  s i  e l  p a s a j e  de l a  mezcla de 
fo rmas  menos p o l a r e s ~ d e  l a  18-OH-B p a r  r e s i d u a  se- I 
c o  ( m u e s t r a  A )  a l t e r a b a  10s r e s u l t a d o s  p o s t e r i o r e s  
de ~ n d l i s i s  C u a n t i t a t i v o .  E s t e  o b j e t i v o  se e n t e n d 5  
r d  mejor  a  l a  l u z  de 10s e s t u d i o s ' d e  r e v e r s i b i l i d a c ?  
( ~ e r  mbs a b a j o  p u n t o  d l )  que  i n d i c a b a n  que ,  en  se- 
q u e d a e ,  a l g u n a s  formas  menos p o l a r e s  podfan r e v e l  
t i r  a  l a  forma mbs p o l a r  de 18-OH-B ( forma M, de 
RM = 1). 
En ambos c a s o s  ( m u e s t r a s  A y B) se o b t u v i e r o n  
5  p i c o s  con  10s s i g u i e n t e s  t iernpos de r e t e n c i d n  ( T ~ ) :  
3,15; 3,40;  3,70;  4,85 y 6,05 min. ( c o n  A c e t o n i t r i l o :  
H 2 0  ( 8 5  : 15)  como f a s e  m d v i l ) ;  y 4,15;  4,60; 4,80; 
7.20 y 9.55 min. ( c o n  Metanol: H 2 0  ( 7 0  : 30) como 
f a s e  m d v i l )  s i e m p r e  c o n  un f l u j o  de 1 ml/min. Bajo 
l a s  m i s m a s  c o n d i c i o n e s  18-DAL did,como TR, 3.40 rnin 
y 4,60 min r e s p e c t i v a m e n t e .  Cada p i c o  f u e  c u a n t i f i -  
cad0 c o n t r a  una c u r v a  de c a l i b r a c i d n  e f e c t u a d a  con 
C o r t i c o s t e r o n a .  
c )  ~ o r r e l a c i d n  e n t r e  CP y CLAP. 
Por 6 l t i m o  se  p r o c e d i d  a  c o r r e l a c i o n a r  10s 
p i c o s  o b t e n i d o s  p a r  CP y CLAP. Con este f i n  se s u s -  
p e n e i e r o n  100 pg de I , ~ - ~ H - ~ ~ - o H - B  ( A e  = 0.04 JJci /~g) 
e n  HC1 N. La s u s p e n s i d n  s e  t r a t d  de l a  forma 
a n t e s  i n d i c a d a  p a r a  l a  Muestra  A de l a  CLAP, y e l  
material c o r r e s p o n d i e n t e  a  c a d a  p i c 0  se c o l e c t d  se 
g6n l a s  c o n d i c i o n e s  q u e  nos  a s e g u r a n  e l  100% de r= 
c o l e c c i d n  segdn  l o p  e s t u d i o s  l l e v a d o s  a  cab0 a 1  res 
-
p e c t o  ( V e r  M a t e r i a i e s  y ~ a t o d a s  ~ e c c i d n  111) ( 1 2 7 ) .  
Cada mues t ra  r e c o l e c t a d a  se  l l e v d  a un pequefio vo- 
lumen ( -  0.3 m l )  a  t e m p e r a t u r a  ambien te ,  en  dese -  
cador  b a j o  v a c i o  , se sembrd s o b r e  p a p e l  Whatman 
NQ 1 y se d e s a r r o l l d  en e l  s i s t e m a  Bush B 5  ( 7 3 ) .  
L a s  zonas r a d i a c t i v a s  se r e v e l a r o n  p o r  radiocroma- 
t o g r a f f a ,  obtenidndose en cada c a s o  un s 6 l o  p i c o  
a1 c u a l  se midid e l  R f .  
Conociendo 10s TR y 10s R f  de cada  p i c o , s e  
e f e c t u d  l a  c o r r e l a c i 6 n  buscada.  
d )  Es tud ios  de r e v e r s i b i l i d a d  de l a s  formas menos po- 
l a r e s  de l a  18-OH-Be 
Se e s t u d i d  l a  r e v e r s i b i l i d a d  d e  l a s  d i s t i n t a s  
formas menos p o l a r e s  de  l a  18-OH-B b a j o  d i s t i n t a s  
cond ic iones ,  a saber:' 
a )  en r e s i d u o  seco ,  b a j o  N2,  d u r a n t e  24 h s .  
b)  en  r e s i d u a  seco ,  bajo N 2 ,  d u r a n t e  7 c?fase 
c) en NH3 1.3 x  N ,  b a j o  N 2 ,  duran te  24 h s .  
- 
d )  en NH3 1 , 3  x N ,  b a j o  N 2 ,  duran te  7 d f a s .  
- 
Con t a l  f i n  se prepa ra ron ,  c romatograf ia ron ,  
d e t e c t a r o n  y e luyeron  con metanol l a s  4 formas menos 
p o l a r e s  d e  l a  18-OH-B como se i n d i c d  an te r io rmente .  
Luego s e  s epa ra ron  cada uno de 10s e x t r a c t o s  meta- 
n d l i c o s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  cada una de l a s  formas 
menos p o l a r e s  en 5 p a r t e s  e q u i v a l e n t e s  a 1  8% d e l  
t o t a l  L a  primera  (mues t ras  L8) y a 1  23% cada una 
de l a s  4 r e s t a n t e s  (mues t ras  L Z 3 ) .  D e  e s t a  manera 
se o b t u v h r o n  5 f r a c c i o n e s .  E s t a s  f r a c c i o n e s  fue- 
ron  l l e v a d a s  a s tquedad  (37QC; N 2 ) .  De 10s r e s i d u o s  
s e c o s  a b t e n i e o s ,  2 f r a c c i o n e s  L2-, de cada  una de 
l a s  formas menos p o l a r e s  se d e j a r o n  a 27QC en o s c g  
ridac?, b a j o  N 2 ,  d u r a n t e  1 dZa una de e l l a s  (S1) y 
d u r a n t e  una semana l a  o t r a  ( S 2 ) .  A 10s o t r o s  < a s  
r e s i d u o s  s e c o s  p roven ien te s  d e  l a s  o t r a s  2 f r a c c i o -  
nes  L~~ s e  l e s  agregd 0 , s  m 1  de s o l u c i d n  acuosa d e  
NH3 0,013 N y se d e j a r o n  a 27QC, en oscu r idad ,  b a j o  
N2 , a g i t d n d o l a s  ocasionalmento,  d u r a n t e  1 dfa(?sl) 
o una semana ( A S  1 .  Terminados 10s per fodos  de t iempo 2 
i n d i c a d o s  en cada c a s o ,  l a s  f r a c c i o n e s  S1 y S2 s e  
tomaron con ClZCH2 y s e  sembraron s o b r e  pape l  Whatman 
NQ 1 p a r a  s e r  c o r r i d a s  luego en  e l  sistema Bush B5 
( 7 3 ) .  Por o t r o  l a d o  las f r a c c i o n e s  AS1 y A S 2  se 
n e u t r a l i z a r o n  con C1H y se l l s v a r o n  a sequedad b a j o  
N 2 ,  a 37QC y p r e s i d n  reduc ida .  Los r e s i d u o s  s e c o s  
a s f  ob t en idos  se tomaron con ClZCH2 y se sembraron 
- .  
s o b r e  p a p e l  Whatman NQ 1 p a r a  ser d e s a r r o l l a d o s  
tambien en e l  s i s t e m a  Bush B5. Para le lamente  a l a s  
c roma tog ra f f a s  d e  t o d a s  l a s  mues t ras ,  s e  cromatogra- 
3 f i b  18-OH-B-1,2- H ;  una suspens idn  de  e l l a  en H C l  
N y l a s  rnuestras L8, con e l  f i n  d e  poder compa- 
rar y a s i g n a r  l a s  zonas r a d i a c t i v a s  d e  10s cromato- 
gramas p roven ien te s  de las  muestras  p e r t e n e c i e n t e s  
a 1  e s t u d i o  d e  r e v e r s i b i l i d a d .  
Los cromatogramas fue ron  rad iocromatograf ia -  
dos .  Luego d e  medir e l  R f  e l  m a t e r i a l  de cada zona 
r a d i a c t i v a  s e  e luyb  con metanol y se  midi6 l a  
r a d i a c t i v i d a d  pa r  c e n t e l l e o  l f q u i d o  
e )  Es tud ios  e s t r u c t u r a l e s .  
e.1) Espec t ros  d e  Resonancia ~ a q n d t i c a  Nuclear: 
E l  p r i n c i p a l  producto que se o b t i e n e  par  sus -  
pensidn de 18-OH-B en HC1 N ,  e s  e l  de Rn 
4.33 en  C.P. En rnis manos este producto se f o g  
md en un 80%, s i e n d o  e l  ob t en ido  por  ~ r a g o n e s  
( 6 )  d e  un 60%. Se encarb ,  en tonces ,  e l  e s t u d i o  
d e  l a  e s t r u c t u r a  de  t a l  compuesto por  e spec t ros -  
copfa  d e  Resonancia Magngtica Nuclear ( R M N )  de 
1 hidrdgeno ( H )  y d e  Carbono-13 (13c): 1.1 m g  de 
18-OH-B-radioinerte ( M I  se diso lv , ie ron  en C13CD 
y se e f e c t u a r o n  10s e s p e c t r o s  de RMN de 'H y de 
13c. Luego se burbujearon  vapores  de  Cloruro d a  
hidrdgeno en l a  s o l u c i b n ,  y nuevamente s e  e f e c -  
t u a r o n  10s e s p e c t r o s  de  RMN d e  'H y de  13c. 
Coma ya s e  habfa  s u g e r i d o  (6) que l a  f o r -  
ma menos p o l a r  RM 4.33 podfa  c o n s i s t i r ,  a 1  me- 
nos en par te ,en 18-Desoxialdosterona,se  e f ec tua -  
ron  tambidn 10s e s p e c t r o s  de R M N . d e  'H y de  13c 
d e  Bste d l t i m o  e s t e r o i d e ,  e l  c u a l  f u e  obtenido 
por  h i d r d l i s i s  dc ida  de  18-Desoxialdosterona- 
I -21-Acetato ( V e r  mbs a d e l a n t e ) .  Con t a l  f i n  
1 3  mg de 18-Desoxialdosterona se d i s o l v i e r o n  
en C13CD y l u q o  se e f e c t u a r o n  10s espec t ros  
d e  'RMN d e  'H y d e  13c, 10s c u a l e s  luego fue- 
r o n  cornparadas con  10s e s p e c t r o s  a n t e r i o r e s .  
e .2)  Comparaciones Cromatogrbf icas :  ~l m a t e r i a l  ra- 
d i o i n e r t e  de 10s e s p e c t r o s  de RMN, o b t e n i d o  e n  
c a d a  c a s o  p o r  e v a p o r a c i b n  h a s t a  sequedad,  se 
c r o m a t o g r a f i d  s a b r e  p a p e l  , e n  e l  sistema 
Bush B 5 ,  y por  CLAP e n  l a s  c o n d i c i o n e s  u s a d a s  
p a r a  l a  s e p a r a c i d n  de l a s  d i s t i n t a s  formas m e -  
n o s  p o l a r e s  de l a  18-OH-B. 
En ambos c a s o s  e l  material c o r r e s p o n d i e n -  
t e  a1  Rf o a 1  TR, r e s p e c t i v a m e n t e ,  del  p r o d u c t 0  
p r i n c i p a l  se e l u y d  ( C P )  o se c o l e c t d  ( C L A P ) .  C a  -
da f r a c c i b n  a s i  o b t e n i d a  se mezcld con una s u g  
p e n s i d n  de 1 , 2 - 3 ~ - 1 8 - ~ ~ - ~  e n  HC1 y se cromato- 
g r a f i d  e n  p a p e l ,  e n  e l  sistema Bush B5, y p o r  
CLAP s e g c n  l a s  c o n d i c i o n e s  a n t e r i o r e s .  Se r e v e -  
16 l a  CP y l a  zona de mayor r a d i a c t i v i d a d  c o i n  -
c i d i 6  con l a  de mayor a b s o r c i d n  a1 UV. En l a  
CLAP se c o l e c t b ,  segdn  l a s  c o n d i c i o n e s  6p t imas  
( 1 2 7 1 , e l  m a t e r i a l  c o r r e s p o n d i e n t e  a 1  p i c o  de 
mayor Absorbancia a  254 nm, y l u e g o  de l l e v a r  
a sequedad p a r  e v a p o r a c i d n  d e l  s o l v e n t e , s e  m i -  
d i b  l a  r a d i a c t i v i d a d .  Con e s t a s  d l t i m a s  croma- 
t o g r a f i a s  de 10s m a t e r i a l e s  a  10s que  se les  
e f e c t u a r o n  10s e s p e c t r o s  de RMN, s e  pudo e s t a -  
blecer que  p a r  ag regado  a 18-OH-B de vapores  
de C l o r u r o  de hidr6geno  se form6 s o b r e  t o d o  un 
compuesto con propiedades  c romatogrdf icas  igua-  
l e s  a 1  denominado RM 4.33 y cuyos e s p e c t r o s  e- 
r a n  i g u a l e s  a 10s d e  18-Desoxialdosterona.  
e.3) Por d l t i m o ,  con e l  f i n  de v e r  s i  e l  der ivado  
menos p o l a r  de l a  18-OH-B RM 4.33 se formaba 
g r a c i a s  a1 medio dc ido  deb ido  a 1  HCl  o si,  en  
cambio, l a s  causas  e r a n  concen t r ac iones  i b n i -  
cas o aumento d e  l a  p o l a r i d a d  d e l  medio; o s e a ,  
en  o t r a s  p a l a b r a s ,  p a r a  v e r  s i  en  l a  r e a c c i d n  
de  p a s a j e  d e  M a RM 4.33 i n t e r v e n i a  quimicamen- 
te  e l  H+ y e n  ddnde, s e  r e p i t i d  l a  formacidn de 
RM 4.33 a p a r t i r  d e  M r a d i o i n e r t e  d i s u e l t a  en 
C13CD, por  agregado de DC1, y se e fec tua ron  
inmediatamente 10s e s p e c t r o s  de RMN. Como es 
b i e n  s a b i d o  e l  D+ t i e n e  c o n s t a n t e s  e s p e c f f i c a s  
d e  ve loc i ead  menores que e l  H+ y a s 1  viendo,  
por  10s e s p e c t r o s  de RMN, l a  veloc idad  de  f o r -  
macidn d e l  de r ivado  menos p o l a r  R~ 4.33, s e  po 
- 
d r f a  ob tene r  r e s p u e s t a  a l a  f i n a l i d a d  p l an t ea -  
da .  
1 Los e s p e c t r o s  de RMN d e  H s e  r e a l i z a r o n  
a 300 MHz en un Bruker WB-300. Los e s p e c t r o s  
d e  RMN d+ 13c se r e a l i z a r o n  a 75 MHz en u n  
Bruker WB-300 o a 25.2 MHz en un Varian 'XL-100-15 
operando en  e l  modo d e  l a  Transformada de  F o u r i e r  
(rT-moao ) con desacop lan ien to  de 'H. 
e . 4 )  ~ b t e n c i d n  de 18-Desoxialdosterona r a e i o i n e r t e  
a p a r t i r  de 18-Desoxialc?osterona-21-Acetato: 
1 8  mg de  18-Desoxialdosterona-21-Acetato se d i  
- 
s o l v i e r o n  en  0,26 m l  de c l o r u r o  d e  rnetileno y 
0,83 m l  d e  metanol. A esta s o l u c i d n  s e  l e  a g r e  
- 
garon 0,18 m l  de HC1 8 N (0 ,12  m l  de  H C l  concen 
- 
trade mds 0,06 m l  de agua) .  
L a  mezcla f i n a l  se a g i t d  vigorosamente 
d u r a n t e  4 4  h o r a s  y l uego  se d i l u y d  con c l o r u r o  
de meti leno.  L a  capa  orggnica  se separb;  s e  l a v d  
con NaHC03 ( s o l u c i d n  acuosa s a t u r a d a )  y agua; 
y f i na lmen te  se secd  con S O ~ M ~ .  ~l e x t r a c t 0  
orgdnico  se evapord a sequedad,  obteniendose 
18-Desoxialdosterona cromatogrdficamente pura  
(TLC y HPTLC) . 
11) FORMA MENOS POLAR DE LA ALDOSTERONA EN MEDIO HCl. 
a su formacibn. 
0.04 p C i  de ~ l d o s t e r o n a - 4 - 1 4 c  (Ae=52 m~i/mmol)  
en  r e s i d u o  s e c o  se suspendie ron  en  HC1 N (0.1 
m l )  d u r a n t e  5 minutos,  Luego l a  suspens i6n  se sembrd 
s o b r e  pape l  Whatman NQ 1 y s e  c romatograf id  en e l  
s i s t e m a  ~ u s h  B~ (73 ) .  ~1 cromatograma se r e v e l d  por  
rad iocromatograf fa  y s e  ob tuv ie ron  dos  picos:  uno 
co r r e spond ien te  a Aldosterona ( R f  = 0,311 y o t r o  d e  
R f  = 0,92, que s e  denominb forma menos po la r  de l a  
Aldosterona (FMPA). E s t e  d l t i m o  compuesto s e  e luy6  
con Metanol ( 3  veces  con 3 m l  cada v e z ) ,  y e l  e x t r a c -  
t o  metanbl ico se 11 tv6  a sequedad b a j o  N2 a 37QC. E l  
r e s i d u o  seco  se sembrd s o b r e  pape l  Whatman NQ 1 y se 
cromatograf id  e n  e l  s i s t e m a  Bush A. E l  reve lado  por  
rad iocromatograf fa  ev idenc id  1 p i c o  de R f  = 0.13. E l  
- 
m a t e r i a l  r a d i a c t g v o  se e luyd  con Metanol, s e  l l e v d  
- 
a r e s i d u o  s e c o  a 379C b a j  o N2 y se sembrd s o b r e  pa- 
p e l  Whatman NQ l pa ra  s e r  c o r r i d o  en e l  s i s t ema  CyDiI 
(128) .  E l  cromatograma obten ido  se r e v e l d  por r ad io -  
c romatograf fa ,  evidencidndose a s f  un s b l o  p i c o  de 
Rf = 0,78. Se e luyb  e l  m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  c o r r e s -  
pondien te  a esta d l t i m a  zona y e l  e x t r a c t 0  metanb- 
l i c o  ob ten ido  se t r a t d  d u r a n t e  20 h s  a 28QC con 
O . l , m l  d e  P i r i d i n a  y 0 , l  m l  de ~ n h f d r i d o  ~ c 6 t i c o .  
Transcur r ido  e l  t iempo ind icado  s e  agregd 1 m l  de 
Metanol, s e  a g i t b ,  y  luego  $e 1 0  minutos se l l e v d  
a  sequeCad a 37QC b a j o  N 2 ,  E l  r e s i d u o  seco  se sembrd 
s o b r e  pape l  Whatman NQ 1 y se d e s a r r o l l d  cromato- 
g rdf icamente  en e l  sistema CyDi I, E l  revelado por  
r ad ioc roma tog ra f i a  ev idenc id  1 s d l o  p i c 0  a  Rf- 0,96, 
b )  Es tud ios  de  r e v e r s i b i l i d a d  d e  l a  forma menos p o l a r  
d e  l a  Aldosterona,  
Se e s t u d i b  r e v e r s i b i l i d a d  de l a  FMPA ob- 
t e n i d a  en  medio s c i d o  c l o r h f d r i c o ,  b a j o  las  s i g u i e n  
t e s  condiciones:  
1) en r e s i d u o  s e c o ,  b a j o  N 2 ,  d u r a n t e  24 hs. 
2 )  en r e s i d u o  seco ,  b a j o  N2,  d u r a n t e  7 d f a s .  
3 )  en NH3 1.3 x N ,  b a j o  N2 duran te  24 h s .  
4 )  en NH3 1.3 x l o w 2  N ,  b a j o  N2 duran te  7 d f a s .  
Con t a l  f i n  se prepard  l a  forma menos p o l a r  
de Aldosterona a p a r t i r  d e  ~ l d o s t e r o n a - 1 4 c  y H C l ,  
se sepa rd  c r o m a t o g r ~ f i c a m e n t e  de Aldosterona,  y s e  
eluyd con Metanol, de l a  forma i n d i c a d a  en l a  sec- 
c i d n  a n t e r i o r .  E l  e x t r a c t 0  metandl ico obtenieo s e  
d i v i d i d  en 4 a l f c u o t a s  d e  voldmenes i g u a l e s  y  cada 
una se l l e v d  a  sequedad,  Dos d e  e l las  fueron guar-  
dadas  en  a tmdsfera  d e  N 2 ,  d u r a n t e  24 h s  y 7 d i a s  res 
pect ivamente ,  a 28QC, e n  oscur idad .  A l as  dos res- 
t a n t e s  se agregd 0.5 m l  d e  NH3 1.3 x N y s e  de- 
j a ron  a 28QC. en oscu r idad  b a j o  N2, agi tando  ocas io-  
nalmente,  d u r a n t e  24 hs  y 7 d f a s  respect ivamente .  
R a n s c u r r i d o s  10s t iempos i n d i c a d o s  en cada 
c a s o  l a s  f r a c c i o n e s  en r e s i d u o  s e c o  se sembraron 
s o b r e  pape l  Whatman NQ 1 y se d e s a r r o l l a r o n  croma- 
togrdf icamente  en  e l  s i s t e m a  Bush B5. Por o t r o  la- 
do l a s  f r a c c i o n e s  mantenidas en  NH3 se n e u t r a l i z a -  
ron  con HC1 y se l l e v a r o n  a sequedad b a j o  N 2 , a  37QC. 
Los r e s i d u o s  s e c o s  ob ten idos  se sembraron y t r a t a r o n  
como a n t e s .  ~ a r a l e l a a e n t e  a las  c roma tog ra f i a s  i n d i  
cadas  se c o r r i d  una mezcla d e  Aldostarona-14c + H C l  
N. 
C )  Es tud ios  de formacidn de l a  forma menos p o l a r  d e  
Aldosterona en HC1, con d i s t i n t a s  c a n t i d a d e s  d e  
r e a c t i v o .  
Con e l  o b j e t o  de poder e s t u d i a r  l a  e x i s t e n c i a  
d e  a lguna  r e l a c i d n  e n t r e  l a s  c a n t i d a d e s  de r e a c t i v o  
y de product0 en  l a  r e a c c i d n  de formacidn,  a p a r t i r  
d e  Aldosterona,  d e  s u  forma menos p o l a r ,  s e  d i s o l -  
v i  e r o n  c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  de ~ l d o s t e r o n a - 1 4 c  
( A e  = 57 mCi/mmol), desde  5 h a s t a  30,8 nmoles, en  
O . l . m l  d e  HC1 N. Luego d e  5 minutos l a  suspen -
s i d n  se sembrd s o b r e  pape l  Whatman NQ 1 y se desa-  
r r o l l d  cromatogrbficamente en e l  s i s t e m a  Bush B ~ .  
E l  cromatograma obten iho  se r e v e l d  p o r  radiocroma- 
i 
t o g r a f i a  y e l  m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  co r r e spond ien te  ( 
a 10s d o s  picos ob ten idos  (A ldos t e rona  remanente y 
s u  forma menos p o l a r )  se eluyd con Metanol ( 4  veces  
con 3 m l  Oe Metanol cada vez ) .  D e  10s e x t r a c t o s  m= 
t a n 6 l i c o s  se tomaron a l f c u o t a s  en  l a s  que se midi6 
l a  r a d i a c t i v i d a d  por  c e n t e l l e o  l f q u i d o .  Luego s e  
g r a f i c a r o n  10s v a l o r e s  de  r a d i a c t i v i d a d  debiOa a 
l a  Aldo remanente ( X I  con 10s de l a  forma menos 
p o l a r  d e  l a  Aldo ( Y ) .   AS^ se r e p r e s e n t 6  Y vs  X e 
d )  Es tud ios  e s t r u c t u r a l e s  s o b r e  l a  forma menos p o l a r  
d e  l a  Aldosterona.  
dl)  Resonancia ~ a g n d t i c a  Nuclear. 
25 m g  d e  Aldosterona r a d i o i n e r t e  se d i s o l v i e r o n  
en 0 , 4  m l  de hexadeuterometilsulEbxido, Luego se 
burbujearon  vapores  de HC1 a t r a v d s  de l a  so luc i6n .  
La muestra a s $  preparada s e  a n a l i z d  por RMN 
de 13c y 'H di rec tamente .  Los e s p e c t r o s  mostraron 
l a  p r e s e n c i a  d e  v a r i a s  formas en e q u i l i b r i o ,  con 
se f ia les  muy anchas. 
Enfonces se procedi6 a  a i s l a r  de l a  s o l u c i d n  
de de r ivado  menos p o l a r  de  l a  Aldosterona de  l a  s i  
- 
g u i e n t e  manera: se dkluyb l a  s o l u c i d n  con agua, y 
se e x t r a j o  4 veces  con c ~ ~ c H ~ .  ~l e x t r a c t 0  orgdnico  
s e  l l e v d  a  sequedad b a j o  N2, a 37QC; y e l  r e s i d u o  
' s e c o  a s i  obten ido  s e  a n a l i z d  por  p l a c a  delgada s o b r e  
s f l i c a  g e l  usando benceno: a c e t a t o  de e t i l o  (2 : 1) 
y hexano: ace tona  ( 5  : 4 )  como f a s e s  m6viles. ASS 
se pudo e s t a b l e c e r  que s e  t r a t a b a  de una mezcla de 
dos  compuestos, 10s c u a l e s  s e  s epa ra ron  por CLAP, 
En l a  CLAP se us6  una columna A l l t e c h  R-Si1 C18 HL 
1 0  pm column (500 x 10 a m )  con Metanol: H 2 0  (70 : 
30)  corno e l u y e n t e ,  a un f l u j o  d e  4 ml/min. En e l  
cromatograma ob ten ido  por  a n d l i s i s  con t inuo  del  
e l u i d o  ( I n d i c e  de r e f r a c c i b n )  se evidenc ia ron  d o s  
p i c a s  uno d e  10s c u a l e s  (Volumen de ~ e t e n c i d n  = 46 
m l ) ,  e l  c o r r e s p o n d i e n t e  a  l a  FMPA, se c o l e c t d ,  s e  
evapord e l  s o l v e n t e  a 37QC a  p r e s i d n  reduc ida ,  y 
e l  s d l i d o  s e c o  ob ten ido  se us6 p a r a  a n d l i s i s  po r  
RMN. AI i g u a l  que  a n t e s  e l  m a t e r i a l  se d i s o l v i d  en  
hexadeuterometilsulfdxido y l a  s o l u c i d n  se a n a l i z d  
1 3  por  RMN de c y 'H. 
Los e s p e c t r o s  de  RMN, en ambos casos ,  se m i -  
d i e r o n  a  100 MHz p a r a  l~ y 25.2 MHz p a r a  13c, en  
un espectrdrnetro  Varian XL-100-15 operando en e l  
modo de l a  Transformada d e  Four i e r  (FT-MI. 
d 2 )  Espec t romet r fa  de Masas. 
La FMPA s e  a n a l i z d  tambien por  EM. 
Con e s t e  f i n  s e  p repard  d i cho  compuesto 
a  p a r t i r  de Aldo + H C 1  y se sepa rd  por CLAP como 
se i n d i c d  a n t e s  en e l  e s t u d i o  por  RMN. 
Fa FMPA asf  ob ten ida  se sometid a a n s l i -  
I 
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sis por  ~ ~ ' d e  dos  maneras: t a l  c u a l  ( o  s e a  s i n  de- 
r i v a t i z a r )  y  d e r i v a t i z a d a  ( t r i m e t i l  s i l i l a d a ) .  Pa- 
r a  Bs to  b l i t m o ,  3 rng de Aldos te rona- rad io iner te  s e  
d i s o l v i e r o n  en  0,05 m l  de p i r i d i n a  y 0,2 m l  de  
BSTFA ( b i s  ( t r i m e t i l s i l i l )  t r i f l u o r o a c e t a m i d a )  de- 
j sndose l a  s o l u c i d n  3 h s  a 25QC. Los productos  se 
e x t r a j e r o n  con C ~ ~ C H ~  y e l  e x t r a c t 0  orgdnico se 12 
vb una vez con H2S04 1 M y 2 veces  con H20. Luego 
Los e s p e c t r o s  de masa s e  r e g i s t r a r o n  a 70 e V  
en  un e spec t rdme t ro  de masas Varian Mat CH- 7 A ;  
h a b i h d o s e  co locado  l a s  mues t ras  di rectamente .  
111) CROMATOGRAFIA L I Q U I D A  DE ALTA PRESION. 
La CLAP se u t i l i z d  de a c u e r d o  a 10s s i g u i e n t e s  
modos y f i n a l i d a d e s  : 
a) CLAP ~ n a l f t i c a :  p a r a  d e t e r m i n a r  10s TR Be l a s  f o r -  
mas menos p o l a r e s  de l a  18-OH-B y de l a  Aldo. 
b)  CLAP P r e p a r a t i v a :  p a r a  s e p a r a r  l a  A l d o s t e r o n a  de 
s u  forma menos p o l a r ,  l a  cual l u e g o  se  u s 6  e n  e s t u -  
d i o s  e s t r u c t u r a l e s  p a r  RMN y EM. 
a )  CLAP ~ n a l f t i c a .  
1) G e n e r a l i d a d e s :  p a r a  l a  CLAP ~ n a l f t i c a  se u s 6  
u n  e q u i p o  Waters A s s o c i a t e s  ( M i l f o r d ,  Mass., U.S.A.) 
e q u i p a d o  con un s i s t e m a  p r o p u l s o r  de s o l v e n t e s  mode- 
l o  6000 A ,  un i n y e c t o r  mode10 U6K, un d e t e c t o r  con- 
t i n u o  de a b s o r b a n c i a  modelo 440 ( d e t e c t o r  d e  l o n g i -  
t u d  de onda f i j a )  p a r a  m o n i t o r e a r  e l - e f l u e n t e  a 
254 nm, y un r e g i s t r a d o r  Omni Scribe modelo B-5117-1, 
- 
d e  una s o l a  pluma. 
Las columnas de Acero I n o x i d a b l e  de 300 m m  de 
l a r g o  x 3 , 9  mm de d i g m e t r o  i n t e r n o  c o n t e n s a n  como 
r e l l e n o  p a r t f c u l a s  de s i l ica  u n i d a s  c o n  o c t a d e c a s i -  
l a n o  (130 ;131)  (U-Bondapak C - 1 8 )  p a r  l o  c u a l  l a s  
c o r r i d a s  c r o m a t o g r a f i c a s  r e s u l t a r o n  de f a s e  r e v e r s a  
( 130; 131) .  
Antes de l a s  detqrrninaciones ,  l a  colurnna se 
l i m p i c 5  con  H 2 0  y metanol  s u c e s i v a m e n t e .  Durante e l  
l avado  con metanol,  se i n y e c t d  3  veces  l ' m l  de  d imet i& 
s u l f 6 x i d o  (DMSO). 
L a  e f i c i e n c i a  d e  l a  columna f u e  chequeada par  
l a  c o n s t a n c i a , . d u r a n t e  l a s  de t e rminac iones ,  d e  10s 
parsmet ros  a l t u r a  r educ ida  de un p l a t o  t e b r i c o ,  ve- 
l o c i d a d  r educ ida  y r e s i s t e n c i a  d e  l a  columna (132 : 
1 3 3 y  1 3 4 ) .  
2 )  Solventes ;  A c e t o n i t r i l o  f u e  de Car lo  Erba, g r a  
-
do RPE. Metanol Ca r l a  E r b a ,  grado  AR, se r e d e s t i l b  
a n t e s  de s u  uso.  Agua f u e  d e s t i l a d a  d o s  veces  s o b r e  
v i d r i o  . 
Todos 10s s o l v e n t e s  se f i l t r a r o n  a t r a v 6 s  de 
f i l t r o s  M i l l i p o r e  (Tipo HA de tamafio d e  poro 0,45 Um 
p a r a  agua; y  Tipo FH d e  tamafio de poro  0 ,5  Um pa ra  
10s o t r o s  1 .  
3 )  ~ l u c i d n  ~ s o c r d t i c a :  Una f a s e  mdvil  para  l a  ma- 
y o r l a  d e  10s e s t e r o i d e s ,  c o n s i s t e n t e  e n  Metanol-H20 
(70: 30 1 (135 1 se us6 en l a s  p ruebas  de e f i c i e n c i a  d e  
l a  columna, l a s  de te rminac iones  d e l  R c  ( ~ e t a r d o  de 
~ o l e c c i b n ,  Ver mbs a d e l a n t e ) ,  en  l a s  c u r v a s  de  cal i -  
b r a c i d n  pa ra  l a  c u a n t i f i c a c i b n  de e s t e r o i d e s  y  en  
s u s  de te rminac iones  c u a n t i  y  c u a l i t a t i v a s .  
La f a s e  mbvil Acetoni t r i lo-H20 (85:15) s e  us6  
tambign en  l a s  de te rminac iones  c u a n t i  y  c u a l i t a t i v a s .  
Las muestras  se d i s o l v i e r o n  e n  l a s  mismas f a -  
ses mdviles en  las  que i b a n  a  ser cromatograf iadas .  
" 
4 )  ~ l u c i d n  por  Gradiente :  Las de te rminac iones  ana- 
l i t i c a s  tambidn se e f e c t u a r o n  usando g r a d i e n t e s  de 
e l u c i 6 n  de Metanol-Aqua y d e  Acetoni t r i lo-Aqua,  d i s o l  -
vidndose l a  muestra en e l  s o l v e n t e  o rgdnico  de  cada 
f a s e .  Como no se d i s p u s o  de equipos  comerc ia les  p a r a  
l a  produccidn de g r a d i e n t e s  d e  e l u c i b n ;  d s t o s  s e  r ea -  
l i z a r o n  d e  l a  s i g u i e n t e  manera (136 1 .  
4 A )  D i s p o s i t i v o  N Q  1 p a r a  p r o d u c i r  Grad ien te  de 
~ l u c i b n :  En l a  F igu ra  NQ 18 se h a l l a  r ep re sen tado  un 
d i s p o s i t i v o  empleado, e l  c u a l  es ampliamente usado en  
c roma tog ra f i a  e n  columna. E s t e  c o n s i s t i d  bdsicamente 
en  2 f r a s c o s  comunicantes  A y B de s e c c i o n e s  conven-- 
c i o n a l e s  adecuadas que  con t i enen  respec t ivamente  10s 
s o l v e n t e s  Sa y Sb. A 1  bombear a 1  cromatdgrafo e l  s o l -  
ven te  con ten ido  en B con f l u j o  F2, se produce una d i -  
f e r e n c i a  d e  n i v e l  e n t r e  10s vasos  que o r i g i n a  un f l u -  
j o  F1 d e  Sa h a c i a  B donde forma con Sb e l  s o l v e n t e  de 
- 
e l u c i d n  S (a, b ) ;  produciendo un g r a d i e n t e  r e g u l a b l e  
de concent rac iones .  
4 B )  D i s p o s i t i v o  N Q  2 pa ra  p r o d u c i r  Grad ien te  de 
~ l u c i b n :  En l a  F igu ra  N Q  18 se h a l l a  r ep re sen tado  e l  
segundo d i s p o s i t i v o  usado,  cuyo fundamento e s  obvio,  
c o n s i s t e n t e  en 2 r e c i p i e n t e s  A y B, d e l  primer0 d~ 10s 
I 
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c u a l e s ,  co locado  a a l t u r a  h r e s p e c t o  a B,  f l u y e  S!a 
con f l u j o  F1 h a c i a  B. En 4 s t e  forma con Sb l a  so lu -  
c i 6 n  e l u y e n t e  S ( a ,  b )  cuyo f l u j o  F2 h a c i a  e l  croma- 
t 1 
CLAP 
- 
F2 I 
P 
* 
. 
m l  
c m  x min 
Figura 1 8 :  D i s p o s i t i v o s  empleados para producir  g r a d i e n t e s  
de e l u c i b n ,  V e r  e l  t e x t o ,  
t d g r a f o  es determinado p a r  s u  bomba d e  a s p i r a c i d n .  
4 C) Modelo ~ a t e m d t i c o  de 10s D i s p o s i t i v o s  pa ra  
Grad ien te s  d e  ~ l u c i 6 n :  E l  mode10 matemdtico usaeo 
e s  una v a r i a n t e  d e l  d e s a r r o l l a d o  por  Gherkin ( 1 3 7 ) -  
Si se t i e n e n  dos  r e c i p i e n t e s  A y B con f l u j o s  
F 1  desde  A h a c i a  B y F2 desde  B h a c i a  e l  e x t e r i o r  
de l  d i s p o s i t i v o ,  habiendo i n i c i a l m e n t e  s o l v e n t e  Sa 
en A y Sb en B (F igu ra  18) se  puede escribir. 
donde V = volumen de Sb en B a 1  tiempo t. 
"0 
= volumen de  Sb en B a1 t iempo t = 0. 
ler Caso: Resolvieneo l a  ecuacidn d i f e r e n c i a l  p a r a  
F1 # F2 queda: 
donde 8 = F2 
Denotando luego como PB y P: a l a s  proporcio-  
nes  de B en S ( a , b )  a 10s t iempos t y t=o  r e s p e c t i -  
Es ta  e x p r e s i d n  pa ra  8 = 2  queda: 
o  s e a  un g r a d i e n t e  l i n e a l .  
D e  l a  m i s m a  forma, pa ra  8 = s e  obtendrd un 
- 
2 
g r a d i e n t e  c u a d r d t i c o ,  y  a s 1  sucesivamente .  
2do. Caso: Resolviendo l a  ecuac idn  d i f e r e n c i a l  an te -  
r i o r  p a r a  F1 = F2 l o  s e a  €9 = 1) queda: 
v = 
vo 
y  f i n a l m e n t e  
- P~ = P: e  
o  s e a  u n - g r a d i e n t e  exponencial .  
Coma c o a c l u s i d n  puede d e c i r s e  en tonces  que r e -  
gulando ' e l  v a l o r  de  8 s e  o b t i e n e n  10s d i s t i n t o s  t i p o s  
d e  g r a d i e n t e  d e  e l u c i d n .  
E s  muy impor tan te  se f ia la r  que t o d a s  l a s  ecua- 
c i o n e s  f i n a l e s  obCenidas son  v d l i d a s  / solamente  cuan 
- 
do P2 es c o n s t a n t e .  E s t a  cond ic idn  e s  e s t r i c t a m e n t e  
cumplida en e l  c a s o  a p l i c a d o  aquf ya que  e s e  f l u j o  
es f i j a d o  po r  e l  cromatdgrafo d e  CLAP. 

En n u e s t r o  c a s o  K se determind exper imental -  
mente midiendo Fl p a r a  d i s t i n t o s  v a l o r e s  de h. 
Luego : 
Entonces,  e l  v a l o r  de  8 e s  f i j a d o  regulando h 
ya que F2 es e l  f l u j o  c o n s t a n t e  dado por  e l  cromatb- 
graf o. 
4 E) ~omprobac idn  Exper imental  del Gradiente  d e  
~ l u c i d n :  Para ambos d i s p o s i t i v o s  d e  formacidn de g r g  
d i e n t e  de e l u c i b n ,  Qste se comprobd colocando metanol 
como Sb y  una s o l u c i d n  metandl ica  d e  r o j o  suddn como 
Sa. A 1  monitorear  l a  Absorbancia d e l  e f l u e n t e  a 405m 
s e  obtuvo un cromatograma que r e s u l t 6  s e r  l a  g r 6 f i c a  
d e  "concent rac idn  de r o j o  ~ u d d n  vs.  tiempol* & t o  e s  
e l  g r d f i c o  d e l  g r a d i e n t e  de  e l u c i b n ,  e l  c u a l  c o i n c i -  
d i b  exactamente con l a  p r e d i c c i d n  d e l  modelo matemd- 
t i c o .  
5 )  F1ujos:Flujos  d e  0 ,2  ml/min s e  usaron  para  l a  
c o l e c c i d n  de l a s  d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s .  E l  f l u j o  d e  
1 ml/min se  us6 p a r a  l a s  determinaci 'ones a n a l f t i c a s .  
E l  RC (Ver mds a d e l a n t e )  s e  determind para  10s 
f l u j o s  d e  0 , l ;  0 , s ;  1 , O ;  1,5; 2 , O  y 3,O ml/min. 
6 )  Procedimiento: tas  muestras preparadas como se 
i n d i c d  an t e r io rmen te  (Secc iones  I y 11) se i nyec t a ron  
F i g u r a  19:  Cromatograma d e  l a s  formas  menos p o l a r e s  de 
18-OH-B o b t e n i c ? ~  ?or  CLAP usando f a s e ' m b v i l  
i s o c r d t i c a  Metanol:  Aqua ( 7 0 : 3 0 ) ,  F l u j o  1 ml/rnin, 
y demss c o n d i c i o n e s  como se  i n d i c a  e n  M a t e r i a l e s  
y ~ 6 t o d o s .  
F i g u r a  20: zona r e c o l e c -  
t a z a  de  c a d a  p i c o ,  
F i g u r a  21: d e t e r m i n a c i d n  
i!e R c  como e l  i n t e r v a l o  
e n t r e  e l  cromatograma d e  
r e g i s t r a d o r  (-1 y e l  
g r d f i c o  dpm-vs-fracci6n 
en  e l  cromatdgrafo.  L a  Figura  19 muestra un cromato- 
grama t f p i c o  ob ten ido ,  E l  crornatograma luego  se a l a r -  
gd fmedian te  e l  aumento de l a  ve loc idad  del r e g i s t r a -  
c?or manteniendo e l  f l u j o  de e l u c i d n  c o n s t a n t e )  y e l  
m a t e r i a l  c o r r e s p o n d i e n t e  a  cada  p i c 0  se r e c o l e c t 6 ,  
l uego  de t e n e r  determinado e l  Rc ( V e r  mds a d e l a n t e ) .  
Cada p i c 0  se c o l e c t d  como se i n d i c a  en l a  Figura  20 
desde A h a s t a  B, L a  pureza  de cada  f r a c c i d n  se deter- 
mind por  recrorna tograf ia  s u c e s i v a  de e s t a  f r a c c i d n  
en  5 f a s e s  rndviles d i f e r e n t e s  (Tabla  1 ) obteni6ndo- 
se s iempre un s d l o  p ico .  Cuando l a s  muestras  cromato- 
g r a f i a d a s  s e  usaron  luego  p a r a  c roma tog ra f i a  en p a - -  
p e l  no se r e a l i z a r o n  l as  recrorna tograf ias  r e c i 6 n  i n -  
d i c a d a s  . 
: \ .  
I1 
7 )  Es tud ios  s o b r e  dptirna recuperac ibn :  Con e l  f i n  de 
r e c o l e c t a r  solamente  e l  m a t e r i a l  co r r e spond ien te  a cada 
p i c o  ob ten ido  ( s i n  pe rde r  r a d i a c t i v i d a d  d e  l a  muest-ra 
y s i n  r e c o l e c t a r  s d l o  f a s e  rndvil que aurnentarla inne-  
ce sa r i amen te  e l  vo1umen:de cada f r a c c i d n  c o l e c t a d a  
d i f i c u l t a n d o  e l  a n g l i s i s  p o s t e r i o r  por  c romatograf fa  
en p a p e l l s e  h i z o  n e c e s a r i o  deterrninar  t a n  prec i samente  
corno f u e r a  p o s i b l e  e l  i n t e r v a l 0  d e  tiernpo e n t r e  l a  
s e i i a l  d e l  r e g i s t r a d o r  y l a  s a l i d a  de l  e f l u e n t e  co- 
r r e spond ien te .  A d i c h o  tiernpo l o  denorninarnos R c  
o Retardo de Coleccibn.  E s t a  deterrninacidn e s  
impor t an t e  cuando s e  t r a b a j a  con equipos  no autornati  
- 
T A B L A  1, 
F a s e  ~ d v i l  I n d i c e  2e P o l a r i d a d  
Metanol  
Metanol-Aqua (50:50) 
Metanol-Aqua (70:30) 
A c e t o n i t r i l o  
A c e t o n i t r i l o - A q u a  (85:15) 
F a s e s  m d v i l e s  u s a d a s  e n  CLAP p a r a  l a  d e t e r m i n a c i d n  d e  l a  
p u r e z a  de f r a c c i o n e s  r e c o l e c t a d a s .  Ixy= Vx Ix + Vy Iy, 
donde Ixy= I n d i c e  de p o l a r i d a d ;  V x  y Vy s o n  l a s  f r a c c i o -  
n e s  v o l u m & t r i c a s  de 10s componentes x e y de l a  f a s e  m 6 -  
v i l ;  I x  y Iy f n d i c e s  de p o l a r i d a d  de 10s componentes x 
e y de l a  f a s e  mdvi l  (127). 
zados,  como o c u r r i d  en e s t e  caso.  
7 A )  ~ e t e r m i n a c i d n  del R c :  Usando un f l u j o  de  0.1 
ml/min., e l  R c  s e  determind inyec tando  en  e l  cromatg 
g r a f o  ~ o r t i c o s t c r o n a - 1 4 c  (0.02 U C i  e n  20 U 1 )  , y c o l e c  
tando  luego  e l  e f l u e n t e  en  f r a c c i o n e s  cada 5 segundos 
e n t r e  l a  a p a r i c i d n  d e  l a  seiial e n  e l  r e q i s t r a d o r  ( o  
d e t e c t o r )  ( A S )  y e l  f i n  de t a l  sefial (Fs) mbs c i n c o  
minutos. La r a d i a c t i v i d a d  se contd  en caaa f r a c c i d n  
por  c e n t e l l e o  l f q u i d o  y  e l  g r d f i c o  de "dpm v s  f r a c -  
c i o n e s "  se superpuso a 1  cromatoqrama d e l  d e t e c t o r .  
Como puede v e r s e  e n  l a  F igu ra  21 e l  R c  es i g u a l  a l  
i n t e r v a l 0  e n t r e  ambos g r d f i c o s .  Para  minimizar 
e r r o r e s ,  l a  ve loc idad  eel r e g i s t r a d o r  se expandid a 
Luego se c a l c u l d  una c o n s t a n t e  K i g u a l  a  
K = RC . FR - 
Como RC r e s u l t 6  228 2 0.05 segundos;  se obtuvo 
Y -- 0,381111 
Por Glt imo e l  Rc s e  determind p a r a  cada f l u j o  
(0.1; 0 ,2 ;  0 ,5;  1 , O ; .  1,s; 2,O y 3,O ml/min), de  
acuerdo a 
K 
Rc 
= 
f l u j o  
K e s  c a r a c t e r f s t i c a  pa ra  cada a p a r a t o  y debe 
s e r  d e f i n i d a  como e l  volumen muerto e n t r e  l a  sefial 
d e l  d e t e c t o r  y e l  d i s p o s i t i v o  d e  s a l i d a  de  f l u j o .  
Consecuentemente R c  e s  e l  tiempo n e c e s a r i o  para  que 
una porc idn  i d e a l  d e  f a s e  rndvil avance a t r a v d s  d e l  
volumen K a  una dada veloc idad  de f l u j o .  
Tambihn se ensayaron o t r o s  2 m&todos a l t e r n a -  
t i v o s  p a r a  l a  de te rminac idn  de l  R c ,  10s c u a l e s  se in- 
d i c a n  en  l a  Refer- 1127). 
7 B) ~ e c u p e r a c i d n  C u a n t i t a t i v a :  A d i s t i n t o s  f l u j o s  
(Tabla  2  sa i n y e c t a r o n  muestras  de 1 4 ~ - ~ o r t i c o s t e -  
r o n a  (0 ,02 j JCi  en  20 p1) y  se r e c o l e c t a r o n  usando 10s 
RC c a l c u l a d o s  como se i n d i c d  e n  l a  ~ e c c i d n  a n t e r i o r ;  
b CLAP ~ r e p a r a t i ~ a .  
1) Genera l idades :  Para este t i p o  d e  CLAP, usada 
en  l a  s e p a r a c i d n  d e  Aldosterona d e  s u  forma menos p g  
l a r , s e  u s6  un equipo  MICROMERITICS equipado con un 
- 
sistema p r o p u l s o r  de s o l v e n t e s  modelo 750, un inyec-  
t o r  manual modelo 730 con un "loop" d e  1 m l ;  y un 
d e t e c t o r  de f n d i c e  de  r e f r a c c i d n  p a r a  monitorear e l  
e f l u e n t e .  
Las columnas usadas  fue ron  d e  500 mm de  l o n g i -  
t u d  x 10  mm de d i sme t ro  i n t e r n o ,  r e l l e n a s  con f a s e  
r e v e r s a  ( A l l t e c h  R-Si1 C-18 HC 10  pn)'. 
2 )  Fase Mdvil: La f a s e  mbvil  usada  f u e  Hetanol-H20 
(70:30) ,  y  f u e  preparada  con 10s mismos s o l v e n t e s  de 
CLAP ANALITICA. 
T A B L A  2, 
Flu jo  
(ml/min 1 ( seq*  Agregadas Recuper adas 
Recuperaciones Be patrones (0.02 P C i  en 20 p1 de 14c-B) 
obtenidas cuaneo e l  R c  se ca lcu ld  como en Estudios sobre 
dptima recuperaci6n. 
3 )  Flujo: Se us6 un f l u j o  de 4 ml/min. 
IV) GENERALIDADES METODOLOGICAS COMUNES A LOS EXPERIMENTOS 
DE INCUBACION DE ADRENALES DE RATA.  
e) Animales. 
Se usaron  r a t a s  macho e n t r e  200 y 300 g r s .  
d e  l a  cepa  CHBB-Thorn p e r t e n e c i e n t e s  a1 b i o t e r i o  
de l a  F a c u l t a d  de  C ienc i a s  Exac t a s  y Natura les  e e  
l a  Univers idad de Buenos Aires. 
b) 0b tenc i6n ,  preparacidn y t r a t a m i e n t o  del  t e j i 2 o .  
Las r a t a s  fueron  d e c a p i t a d a s  e inmediatamen- 
t e  se e x t r a j e r o n  l a s  a d r e n a l e s  a l a s  que , sobre  h i e -  
10,se les  q u i t 6  e l  t e j i d o  g r a s o  adher ido .  Las a d r e  
-
n a l e s  o b t e n i d a s  fue ron  t r a t a d a s  de una de l a s  dos  
maneras s i g u i e n t e s  : 
1) Para Incubaciones  de c u a r t o s  de adrena les :  
l as  g l d n d u l a s  s e  c u a r t e a r o n  y 10s c u a r t o s  s e  r e u n i ~  
r o n  en grupos  de peso recquerido, t en i endo  en c u e n t a  
cond ic iones  de muestreo que aseguren  equ iva l enc i a  
e n t r e  10s d i s t i n t o s  grupos ( 1 3 8 ) -  
2 )  Para  Incubaciones  de homogenatos de  ae re -  
n a l e s :  l a s  g ldndu la s  s e  pesaron ,  s e  cua r t ea ron ;  y 
10s c u a r t o s  s e  homogeinizaron e n  e l  b u f f e r  adecua- 
do  en l a  r e l a c i d n  200 m g  d e  t e j i d o /  1 m l  de  b u f f e r .  
En ambos casos  10s medias b i o l d g i c o s  fueron  
mantenidos en baiio de hielo ( 4 Q C )  h a s t a  el momento 
de comenzar l a  incubacibn.  
C )  Soluciones buffer. 
Las composiciones de las soluciones buffer 
variaron de acuerdo a1 valor de pH y a1 modo de 
preparacidn de las adrenales (cuartos u homaqe- 
natos). Independientemente de estas dos condicig 
nes las soluciones buffers tenfan: 
NaCl 130 mM 
ClK 5.2  mM 
C12Ca 2 . 6  m~ 
SO4Mg 1.3 m M  
Glucosa 11 mM 
~dembs, para cada condicibn, la composicidn 
era: Para Incubaciones con cuartos de adrenales: 
pH = 7 . 4  : buffer HCO; / C03H2 13.5 m M  
pH = 4.8 : buffer CH~COO- / CH3COOH 13.5 m M  
pH = 3.3 : buffer PO~H; / PO H 13.5 mM 4 3  - 
Para Incubaciones con Homogenatos de adre- 
- 
nales : 
pH = 7,4 : buffer Tris-HC1 13.5 mM 
pH = 4.8 : buffer CH~COO- / CH3COOH 13.5 m M  
En todos 10s casos la fuerza ic5nica fue 
de 0.57 moles ' I 2 .  
d) Condiciones de las incubaciones. 
Excepto en 10s casos indicados expresamente 
las incubaciones fueron realizadas en vasos de v& 
drio neutro Schott & Gen-Mainz de 10 ml de capaci, 
dad, e n  un incubador metabdl ico  Dubnoff con agi -
t a c i d n ,  a 37QC, b a j o  a tm6sfera  de carb6geno 
( 0 2  : CO2 (95  : 5 ) ) .  E l  volumen da 10s incubados 
f u e  de 2 m l .  
e ) ~ i s o l u c i b n  ' de  10s p r e c u r s o r e s  , 
LOS e s t e r o i d e s  u s a d o s , d i s u e l t o s  en  to lueno  
+ e t a n o 1  ( 9  + l ) , t a n t o  r a d i a c t i v o s  como rad io -  
i n e r t e s ,  s e  p ipe t ea ron  e n  10s vasos  de  incuba- 
c i d n  y s e  l l e v a r o n  a sequedad b a j o  N2 a tempera 
- 
t u r a  ambiente. E l  r e s i d u o  s e c o  se tom6 con 4 g z  
t a s  de CH2C12 y 2 g o t a s  de p r o p i l e n g l i c o l .  Luego 
se evapord e l  CHZC12 b a j o  N2 a t empera tura  ambien- 
t e ,  con l o  que e l  e s t e r o i d e  quedaba d i s u e l t o  en 
e l  p r o p i l e n g l i c o l  (PG). En e l  c a s o  d e  u s a r  homo 
- 
gena tos  como medio b i o l d g i c o ,  a l a  suspensidn 
del  e s t e r o i d e  en PG, s e  le agregaba d i r ee t amen te  
i 
e l  volumen de  homogenato co r r e spond ien te ,  e l  
- 
c u a l  s e  h a l l a b a  ya en e l  b u f f e r  adecuado, Cuando 
e l  medio b i o l d g i c o  c o n s i s t i d  en  c u a r t o s  d e  adre 
- 
n a l e s  se agregaba e l  medio b u f f e r  a1 PG, y se 
colocaban 10s vasos  en e l  incubador  a  37QC b a j o  
carbdgeno d u r a n t e  30 minutos ,  Cumplido e s t e  
t iempo se agregaban 10s c u a r t o s  d e  ad rena l e s  a  
cada  vaso de  incubacidn.  
Coma m&todo alternative, 10s e s t e r o i d e s  s e  
d e j a r o n  en r e s i d u o  seco  en 10s vasos  d e  incuba- 
c i b n .  y s o b r a  e l l o s  se  agregaron :  o  b i e n  e l  bu- 
f f e r  ( 3 0  minu tos  a n t e s  de a g r e g a r  e l  q e d i o  b i o -  
l d g i c o )  o  b i e n  10s medios b i o l d g i c o s  d i r e c t a m e n  
-
t e .  
5 )  Agregados de o t r o s  compuestos a  l a s  i n c u b a c i o n e s .  
En c a s o s  p a r t i c u l a r e s  se agregaron  o t r o s  
compuestos  a 10s medios de incubac ibn :  a )  mala- 
t o ,  NADP+ y NADPH ( s e c c i d n  X de Materiales y ~ 6 -  
t o d o s )  y b) ACTH ( ~ e c c i d n X I I I ) .  Los compuestos d e l  
c a s o  a )  se  d i s o l v i e r o n  e n  10s b u f f e r s :  y l a  ACTH 
se a g r e g d  d i r e c t a m e n t e  a 1  medio de i n c u b a c i b n .  
g )  T r a t a m i e n t o  de 10s incubados .  
Una vez  f i n a l i z a d o  e l  t iempo de i n c u b a c i b n  
r e q u e r i d o  e n  c a d a  exper iment0  10s incubados  s e  
t r a t a r o n  de l a  s i g u i e n t e  manera: 
1) I n c u b a c i o n e s  con  c u a r t o s  de a d r e n a l e s :  
~l s o b r e n a d a n t e  se volcd  s o b r e  1 m l  d e  C12CH2 y 
se e x t r a j o  3 v e c e s  con 5 m l  de C12CH2 por  vez .  
E l  t e j i d o  a d r e n a l  de cada v a s o  de incubac idn  f u e  
hornogeinizado con 2 m l  de e t a n o l  a l  20% e n  aqua.  
y e l  homogenato o b t e n i d o  se e x t r a j o  3 veces  c o n  
5 m l  de C12CH2 p o r  vez .  Los e x t r a c t o s  c lorurome-  
t i l g n i 4 o s  p r o v e h i e n t e s  d e l  s o b r e n a d a n t e  y d e l  
I 
t e j i d o  se j u n t a r o n ;  se  l l e v a r o n  a 1 0  m l  a  37PC 
b a j o  N2. y se l e  a g r e g a r o n  0.02 P C i  de AlCoste- 
rona-4-14c corno t r a z a d o r  d e  p d r e i d a s .  
2 )  Incubaciones  con homoqenatos: Una vez 
f i n a l i z a d a  l a  incubac idn  e l  incubado se e x t r a j o  
d i r ec t amen te  con C12CH2 de l a  forma i n d i c a d a  
pa ra  e l  sobrenadante  de l a s  Incubac iones  con c u a r  
t o s  de  ad rena l e s .  E l  e x t r a c t o  c l o r u r o m e t i l ~ n i c o  
se  l l e v d  a 10  m l  con N2 a 37QC y se l e  agregaron 
0 , 0 2  P C i  de ~ l d o s t e r o n a - 4 - l 4 c  como t r a z a d o r  Be 
pe rd idas .  
Cuando se q u e r f a  medlr l a  c a n t i d a d  de l a  
FMPA que se formaba en l a  incubac idn ,  tambign se 
agregaba coma t r a z a d o r  F M P A - ~ ~ C  ob ten ida  a  par-  
t ir  d e  ~ l d o s t e r o n a - 4 - 1 4 c  como se i n d i c a  en l a  
~ e c c i d n  11. E l  e x t r a c t o ,  con 10s t r a z a d o r e s ,  se 
denomind e x t r a c t o  i n i c i a l  ( E I ) .  Luego d e l  agre- 
gado d e  10s t r a z a d o r e s  se tom6 una a l i c u o t a  del  
2% de  E I  pa ra  medir l a  r a d i a c t i ; i d a d  d e  3~ y d e  
14c. Luego se l l e v d  a seqqedad ( 3 7 ~ ~ ;  N ~ )  el re= 
t o  de l  e x t r a c t o  o rgsn ico .  Cuando B e r a  usada como 
p r e c u r s o r ,  e l  r e s i d u o  s e c o  ob ten ido  se cromato- 
g r a f i d  pr imer0 en e l  sistema TPG. L a  metodologia 
empleada s e  d e t a l l a  mds a d e l a n t e .  
En cambio, cuando 10s p r e c u r s o r e s  fue ron  
18-OH-B y MAC e l  r e s i d u o  s e c o  se sembrd s o b r e  
p a p e l  Whatman NQ 1 y s e  d e s a r r o l l d  c romatogrdf i -  
camente en el s i s t e m a  Bush ~ 5 . ' ~ 1  cromatograma 
se r e v e l d  por r ad ioc roma tog ra f i a ,  y se ev idenc ia  
- 
ron  6  p i c o s  con 10s s i g u i e n t e s  R f s :  0,12; 0,31; 
0,52;  0,63; 0,75 y  0,93;  
e l  p i c o  d e  Rf = 0,12 c o i n c i d e  con l a  movi- 
l i d a d  de 18-OH-B; 
e l  d e  R f  = 0 , 3 2  con l a  movil idad de Aldas- 
t e r o n a ;  
y  10s d e  Rf 0,52; 0,63; 0,75 y  0,93 con 10s 
co r re spond ien te s  a  l a s  4 formas menos p o l a r e s  de 
l a  18-OH-B ob ten idas  tambikn qufmicamente a  p a r t i r  
d e  18-OH-B con H C l ,  
E l  m a t e r i a l  c o r r e s p o n d i e n t e  a  e s t o s  p i c o s  
f u e  c u a n t i f i c a d o  ( p a r a  Aldos te rona)  o  b i en  semi- 
c u a n t i f i c a d o s  segdn l a s  t 6 c n i c a s  que luego se d~ 
t a l l a n .  
h )  ~ e t e r m i n a c i d n  c u a n t i t a t i v a  d e  Aldosterona t r i t i a d a .  
Para  l a  de te rminac idn  c u a n t i t a t i v a  d e  A l -  
dos t e rona  t r i t i a d a  ( ~ l d o - ~ ~  1 s e  s i g u i d  l a  t k c n i c a  
- 
d e s c r i p t a  por  Kliman y Pe t e r son  (1281, Es ta  puede 
d i v i d i r s e  en 4 e t a p a s .  
lQ e t apa :  ~ b t e n c i d n  d e  Aldo impura. 
En e l  cromatograma provenien te  
d e l  s i s t e m a  Bush B5, como ya se i n d i c d  r e c i b n ,  
e r a n  d e t e c t a d a s  6  zonas r a d i a c t i v a s ,  una de  l a s  
c u a l e s  correspondfa  a  l a  movil idad d e  Aldo: 
Rf = 0,31. Es ta  zona, denominada Aldo impura ( A l -  
do-I)  s e  e luy6  con metanol ( 3  veces  con 3 m l  cada  
vez). Se tom6 l u e g o  una a l f c u o t a  del  5% de l  ex- 
t r a c t 0  metand l ico  con e l  f i n  de medir l a  radiac- 
3 t i v i d a d  en  H y 14c. 
20 e tapa :  ~ b t e n c i d n  de l  d e r i v a d o  d i a c e t i l a -  
do  ( F i g u r a  22 1 .  
E l  e x t r a c t o  metand l ico  remanente 
sequedad 
t r a t d  e l  r e s i d u o  con  0,2 m l  d e '  P i r i d i n a  y 0 ,2  
m l  de Anhjdrido a c d t i c o .  Se a g i t d  l a  mezcla y 
se mantuvo en o s c u r i d a d  a  30QC d u r a n t e  20 h s .  
Se agregaron  a  c o n t i n u a c i d n  2  m l  de metanol ,  se 
a g i t d  y se  mantuvo l a  s o l u c i d n  1 5  minutos a 
t empe ra tu r a  ambiente.  Luego se  l a  l l e v b  a  sequ= 
dad (37QC; N 2 ) ,  y e l  r e s i d u o  s e c o  se sernbrd 
con Cl,CH, s o b r e  t i r a s  d e  p a p e l  Whatman NQ 1 
p a r a  s e r  d e s a r r o l l a e o  en  el- s i s t e m a  CyDi I (128) 
(Cic lohexano + Dioxano + Metanol + Agua; 4 : 4 : 
- 
2 : 1) j un to  a  un e s t a n d a r d  r a d i o i n e r t e  d e  18,21- 
D i a c e t a t o  d e  Aldosterona (18,21-DAA). Los c r o -  
matogramas ob t en idos  se r e v e l a r o n  p o t  r ad ioc ro -  
ma tog ra f i a  d e l  e s t a n d a r d  
que  s e  d e t e c t 6  p a r  a b s o r c i d n  a 1  U l t r a v i o l e t a  
( U V ) .  Las  zonas r a d i a c t i v a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a  
l a  m i s m a  movil idad de l  e s t a n d a r d  se e luyeron  
con Metanol ( 3  v e c e s  con 3 m l  cada v e z ) ,  y e l  
e x t r a c t o  metand l ico  s e  d i v i d i d  en  2 p a r t e s  d e  
= 0 
ON x II 
U-U 
x o T q J  0 
10% y 90% respec t ivamente ,  A l a  pr imera  se l e  
midi6 r a d i a e t i v i d a d  en  3~ y 14c y a 1  r e s t o  se 
l o  l l e v d  a sequedad (37QC; N 2 ) ,  
3Q e t apa :  ~ b t e n c i b n  Oe l a  l a c t o n a  de l a  
Aldosterona (F igura23) .  
E l  r e s i d u o  s e c o  a n t e r i o r  se tra 
t d  con 2 m l  d e  s o l u c i d n  de C r 0 3  a 1  0.5% p/v en 
~ c i d o  ~ c 6 t i c o  G l a c i a l ,  Se a g i t b ,  se t ap6  y se 
d e j d  1 5  minutos a 28QC en oscur idad.  Pasado dj, 
cho per lodo  d e  tiempo se agregb 1 m 1  de H 2 0  
d e s t i l a d a ,  se a g i t b ,  y l a  s o l u c i b n  r e s u l t a n t e  
se e x t r a j o  3 veces  con 6 m l  d e  C12CH2 cada vez. 
~l e x t r a c t o  c ~ o r u r o m e t i l ~ n i c o  s e  l a v b  2 veces  
con 1 m l  d e  H 2 0  cada vez,  y s e  l l e v d  a sequedad 
a 37QC b a j o  N2. E l  r e s i d u o  s e c o  s e  sembrb s o b r e  
t i r a s  d e  pape l  Whatman NQ 1 y s e  c o r r i d  en e l  
sistema CyDi I. Los cromatogramas se r e v e l a r o n  
p a r  rad iocromatograf fa  y l a  zona r a d i a c t i v a  que 
c o n t e n i a  14c ( l a  d e  mayor a c t i v i d a d  r a d i a c t i v a  
en e l  rad iocromatbgrafo)  s e  e luyd con metanol.  
E l  e x t r a c t o  metandl ico s e  d i v i d i b  en dos  por-  
c i o n e s  de 10  y 90% respec t ivamente ,  A l a  p r i -  
3 
mera, s e  l e  determind l a  r a d i a c t i v i d a d  en H y 
1 
14c a l a  sbguncia s e  l a  l l e v b  a sequedad a 
37QC bajo N 2 .  
4 Q  e t a p a :  v e r i f i c a c i d n  ee l a  p u r e z a  de 
l a  l a c t o n a  de Aldos te rona .  
E l  r e s i d u o  s e c o  se sembrd s o b r e  
t i r a s  de p a p e l  Whatman NQ 1 y se c o r r i d  e n  e l  
s i s t e m a  Cic lohexano + Benceno + Metnaol + Aqua 
( 4  : 3 : 4 : 1) (128) .  L o s  cromatoqramas se r= 
v e l a r o n  p o r  r a d i o c r o m a t o g r a f i a  y l a  zona r a d i a s  
t i v a  c o r r e s p o n d i e n t e  a 1  14c ( l a  de mayor a c t i v i  
-
d a d )  se  e l u y d  con  metanol.Al e x t r a c t 0  m e t a n d l i c o  
s e  l e  r e d u j o  e l  volumen (N2: 37QC) y se midid 
3 l a  r a d i o a c t i v i d a d  e n  H y 14c. 
Con l a s  medidas de r a d i a c t i v i d a d  se ob- 
t u v o  l a  r a l a c i d n  3 ~ / 1 4 ~ ;  a p a r t i r  de l a  c u a l ,  
segdn  e l  c l d s i c o  m6todo Oe d i l u c i d n  i s o t b p i c a ,  
es p o s i b l e  d e t e r m i n a r :  
1) Pureza  d e  l a  ~ l d o - ~ ~  p u r i f i c a d a :  E l  
c r i t e r i o  adop tado  c o n s i s t e  e n  o b t e n e r  c o n s t a n -  
3 1 4  
cia  e n  l a  r e l a c i b n  H /  C l u e g o  d e  2 p a s o s  su -  
c e s i v o s  d e  p u r i f i c a c i b n .  En n u e s t r o  c a s o  l a  re- 
l a c i d n  3 ~ / 1 4 ~  se mantuvo c o n s t a n t e  luego  d e  l a s  
c r o m a t o g r a f f a s  de l a  l a c t o n a  e n  10s sistemas 
CyDi I y Cic lohexano i  Benceno: Metanol: H20; y 
e n  v a r i o s  c a s o s  tambien l a  c o n s t a n c i a  se v e r i -  
f i c 6  a  p a r t i r  d e l  d i a c e t a t o  de Aldo. 
3 2 )  A n d l i s i s  C u a n t i t a t i v o :  E l  "%" de Aldo- H 
produc ida  e n  l a  i n c u b a c f 6 n ,  se c a l c u l d  t e n i e n -  
d o  en cuen ta  las  p e r a i d a s  C a  ~ l d o - ~ ~  s u f r i d a s  
a t r a v & s  de 10s pasos d e  p u r i f i c a c i d n  desde e l  
3 14 E I  h a s t a  l a  obtencidn d e  l a  r e ~ a c i d n  H/ C 
c o n s t a n t e .  Es t a  eva luac idn  d e  l a s  p k d i d a s  se 
efectud con e l  uso de  ~ l d o - ~ * ~  como t r azador .  
i) Aldosterona d e  l a  forma menos p o l a r  de  l a  A1dos.- 
t e rona :  s u  p u r i f i c a c i d n  y c u a n t i f i c a c i b n .  
Se habfa e s t a b l e c i d o  a n t e s  ( s ecc idn  11) que 
l a  Aldosterona formaba l a  FMPA e n  medio HCl .  Con 
e l  o b j e t o  de i n v e s t i g a r  s i  l a  FMPA se formaba en 
10s medios de incubacidn usados ,  se e s t u d i d  l a  
composicidn de l  m a t e r i a l  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  p i c o .  
d e  Rf = 0,93 de l a  c roma toq ra f i a  d e l  E I  d e l  i n -  
cubado en e l  s i s t e m a  ~ u s h  B 5 
E l  material del  p i c o  de Rf = 0,93, s e  e- 
l uy6  con Metanol ( 3  veces  con 3 m l  cada vez )  y 
se l l e v d  a sequedad (NZ: 3 7 ~ ) .  E l  r e s iduo  s e c o  
se tuvo  1 d f a  en NH3 0,013 N,  y s e  cromatogra- 
f i d  s o b r e  pape l  Whatman NQ 1 en  e l  s i s tema Bush 
B Se r e v e l d  e l  cromatograma p a r  radiocromato- 
5 
g r a f x a ,  y se observaron 2 p i c o s  de R f  = 0,12 y  
R f  = 0,93. Las zonas r a d i a c t i v a s  se c u a n t i f i c a -  
ron  por  t r i a n g u l a c i d n  de  10s p i c o s  r e s p e c t i v o s  
I 
primero,  y por  conteo d e  l a  r a d i a c t i v i d a d  luego 
de eluir el material de cada zana con 9 m l  de 
Metanol. Los r e s u l t a d o s  i n d i c a r o n  a s$ ,  que e l  
t r a t a m i e n t o  e n  NH3 r e v i r t i d  p a r t e  d e l  m a t e r i a l  
de R f  = 0.93 a 18-OH-B, p e r o  q u e  e n  d i c h o  p i c a  
h a b f a  r a d i a c t i v i d a d  q u c  no r e v e r t f a  e n  NH3. La 
p a r t e  q u e  r e v i r t i 6  se v e r i f i c d  q u e  e r a  l a  f o r -  
ma menos p o l a r  de l a  18-OH-B o b t e n i d a  en  medio 
S c i d o  ( V e r  ~ e c c i d n  I). A 1  m a t e r i a l  del  p i c 0  Ce 
Rf = 0.93 q u e  no r e v i r t i b  con  NH3. se l o  t r a t b  
c o n  0.5 m l  de HKC03 a 1  0 ,4% e n  metanol  d u r a n t e  
8 h s . a  30QC. e n  a t m d s f e r a  de  N2 y e n  o s c u r i d a d .  
Se agregd  1 m l  H20 y se e x t r a j o  con ClZCH2 ( 3  
v e c e s  con  4 m l  cada v e z ) .  E l  e x t r a c t o  c l o r u r o -  
m c t i l d n i c o  se s e c d  con  Na2S04 ( a n h i d r o )  y se  
e v a p o r b  a 37QC b a j o  N2(139) .  
E l  r e s i d u o  s e c o  o b t e n i d o  se c r o m a t o g r a f i d  
s o b r e  p a p e l  Whatman N Q  1 e n  e l  sistema Bush B5; 
r e v e l d n d o s e  e l  cromatograma p o r  radiocromato-  
- 
q r a f f a .  Se  e v i d e n c i a r o n  a s $  2 p i c o s  de Rf = 0,12 
y Rf-= 0.93, conc luy6ndose  q u e  e l  material del  
R f  = 0.93 o r i g i n a l  ( e l  p r o v e n i e n t e  d e l  E I  d e l  in 
cubado , c o n t e n f a  adem& un m a t e r i a l  s a p o n i f i c a -  
ble,  p o s i b l e m e n t e  un Bster Be 18-OH-B (MS), 
E l  m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  q u e  permaneck6 i n a l  
- 
t e r a e o  l u e g o  Ee e s t o s  t r a t a m i e n t o s  con NH3 y 
KHCOJ. se  e l u y b  de l  cromatograma pon Metanol 
I 
( 3  v e c e s  c o n  3 m l  c a d a  v e z )  y e l  e x t r a c t o  o r g z  
- 
n i c b  se l l e v d  a sequeead  b a j o  N2 a 37QC. E l  re 
- 
s i d u o  s e c o  se c r o m a t o g r a f i b ,  suces ivamente ,  e n  
10s sistemas Bush A y C i D i  I obten idndose  e n  
ambos c a s o s ,  l u e g o  d e l  r e v e l a e o  p o r  rac!iocro- 
m a t o g r a f f a ,  un s o l o  p i c 0  de R f  = 0,13 y R f  = 
0,78 r e s p e c t i v a m e n t e .  Como d i c h o s  R f  c o i n c i d f -  
a n  con 10s de l a  FMPA, se p r o c e d i d  a  v e r i f i c a r  
t a l  i d e n t i d a d .  
P a r a  4 s o  se c r o m a t o g r a f i d  e l  material ra- 
d i a c t i v o  a i s l a d o  de 10s medios de i n c u b a c i d n  
mezclado con  l a  FMPA ( o b t e n i d a  p o r  t r a t a m i e n t o  
de Aldo con HC1 y s e p a r a d a  p o r  c r o m a t o g r a f f a  
s o b r e  p a p e l  Whatman e n  e l  sistema Bush B5) e n  
10s s i g u i e n t e s  s i s t e m a s  c r o m a t o g r d f i c o s :  
1) P l a c a  Delgada s o b r e  s i l i ca  gel .  
F a s e  Mdvil = Benceno: Ace ta to  de E t i l o - 2 : l .  
2) P l a c a  Delgada s o b r e  s i l i c a  gel. 
F a s e  Mdvil = Hexano : Acetona-5:4, 
3 )  P l a c a  Delgada de A l t a  Performance s o b r e  
- 
s i l i c a  g e l .  
Fase  ~ d v i l  = m e n o :  Acetato de Etilo-2:l. 
4 )  P laca  Delgada de A l t a  Performance s o b r e  
RP-18. 
r a s e  Mdvil = Metanol  : H20 (70  : 3 0 )  
5 )  c r o m a t o g r a f f a  ~ i q u i d a  de A l t a  ~ r e s i d n  
con fase r e v e r s a  ()I-Bondapak = C - 1 8 ) .  
F a s e  Mdvil = Metanol  : H20 (70  : 30). 
En 10s s i s t e m a s  c r o m a t o g r d f i c o s  de l  1) a 1  
4 )  se  r e v e l d  l a  p l a c a  p o r  - a b s o r c i d n  a  i a  l u z  UV, 
y  se e l u y d  l a  zona c o r r e s p o n d i e n t e  a l a  p r e s e n -  
c i a  de a b s o r c i d n  y e l  r e s t o  de l a  p l a c a  con Me- 
t a n o l ,  D e  c a d a  e x t r a c t 0  m e t a n d l i c o  se tom6 una  
a l i c u o t a  p a r a  medir l a  r a d i a c t i v i d a d  en 3 ~ .  En 
tacos 10s c a s o s  se  obtuvo como r e s u l t a d o  que l a  
r a d i a c t i v i d a d  se h a l l a b a  s d l o  e n  l a  zona donde 
se p r o d u c l a  l a  a b s o r c i d n  de l a  l u z  UV. 
. I 
En e l  c a s o  d e l  sistema c r o m a t o g r d f i c o  5 )  
se  c o l e c t d  l a  zona c o r r e s ~ o n d i e n t e  a1 p i c o  de  
l a  FMPA (Tiempo de r e t e n c i d n  = 16.2 minutos )  y 
e l  r e s t o  d e l  e l u i d o ,  e n  f r a c c i o n e s  de 1 m l .  A 
l a s  f r a c c i o n e s  c o l e c t a d a s  se l a s  1 1 e ~ 6  a seque-  
dad  (N2; 37QC o  b a j o  v a c i o ) , y  se les midid l a  
r a d i a c t i v i d a d .    sf se e v i d e n c i d  q u e  l a  6 n i c a  
f r a c c i d n  c o l e c t a d a  que t e n l a  r a d i a c t i v i d a d  era 
l a  c o r r e s p o n d i e n t e  a  l a  c o l e c c i d n  d e l  p i c o  de 
l a  FMPA. Sobre  l a  CLAP a q u s  d e s c r i p t a  c a b e  se- 
i i a l a r  q u e  l a  c o l e c c i d n  d e l  p i c o  de l a  FMPA se 
rea l i zc5  segdn  l a s  Condic iones  Optimas de r e c o l e c -  
c i d n  q u e  a s e g u r a n  e l  100% de recuperacic5n segdn 
10s e s t u d i o s  l l e v a d o s  a  cab0 a 1  r e s p e c t o  ( V e r  
s e c c i d n  ( 1111, y  ' q u e  e n  e l  cromatograma a p a r e c i e -  
I 
r o n ,  ademds d e l  p i c o  p r i n c i p a l  q u e  c o r r e s p o n d l a  
a l a  FMPA, o t r o s  p i c a s  de menor tamaHo c a r a c t e -  
r i s t i c o s  de cuando s e  c r o m a t o g r a f f a  por  CLAP, 
a lgdn  m a t e r i a l  p roven ien te  d e  una e l u c i d n  d e  
pape l .  
Por d l t i m o ,  l a  mezcla FMPA r a d i o i n e r t e  + 
m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  de R f  = 0 ,93  i n a l t e r a b l e  con 
NH3 y KHC03;  se r e c r i s t a l i z d  de d t e r  e t f l i c o - h e 2  
t ano ,  mididndose l a  Act ividad e s p e c f f i c a  luego  
de cada  r e c r i s t a l i z a c i d n  b a s t a  c o n s t a n c i a ,  
D e  e s t a  manera se concluy6 que e l  m a t e r i a l  
r a d i a c t i v o  a i s l a d o  p a r  c romatoqraf fa  en pape l  
luego  de  t r a t a m i e n t o s  con NH3 y KHC03 correspon-  
d f a  a  l a  FMPA, que  se habfa  formado du ran te  l a  
incubac idn .  Por l o  t a n t o ,  como se s a b i a  que l a  
FMPA e s t a b a  en e q u i l i b r i a  con Aldo, y como era 
Aldo l a  que s e  q u e r f a  c u a n t i f i c a r ,  se procedid 
a  c u a n t i f i c a r  l a  FMPA formada d u r a n t e  l a  incu- 
bac idn ,  y s u  v a l o r  se sum6 a 1  co r r e spond ien te  a  
- 
Aldo ob ten ido  segdn e l  mdtodo d e  Kliman y Pe te rson  
d e s c r i p t o  mbs a r r i b a .  
Para e f e c t u a r  l a  c u a n t i f i c a c i d n  de  l a  FMPA 
formada d u r a n t e  l a  incubacidn se usd ,  l o  mismo 
que para  Aldo, e l  mCtodo de d i l u c i d n  i s o t d p i c a .  
De l a  c roma tog ra f f a  del  E I  en  e l  s i s t ema  Bush B5 
(Ver Tratamiento de 10s Incubados) s e  a i s l d  e l  
m a t e r i a l  d e l  p i c a  de R f  = 0,93, e l  c u a l  s e  l o  1 
t r a t d  con NH3 y con  KHC03  t a l  como s e  menciond 
a n t e s ,  con l a  Gnica v a r i a c i d n  de tomar ahora  
a l f c u o t a s  d e  10s e l u f d o s  de l a s  cromatograf fas  
l u e g o  de c a d a  t r a t a m i e n t o ,  c o n  e l  f i n  de medir 
3 l a  r a d i a c t i v i e a d  e n  H y 14c. 
E l  m a t e r i a l  i n a l t e r a d o  p o r  NH3 y K H C 0 3 , s e  
c r o m a t o g r a f i d  e n  e l  sistema CyDi I (128)  o  Bush 
A (140)  y  e l  material d e l  d n i c o  p i c 0  observado 
p o r  r a d i o c r o m a t o g r a f f a  se e l u y 6  con  Metanol. D e l  
e x t r a c t 0  m e t a n d l i c o  se tom6 e l  50% p a r a  medir 
3 l a  r a d i a c t i v i d a d  e n  H y 14c. 
3 Con l a s  medidas de H y 14c i n i c i a l e s  y 
f i n a l e s  (FMPA p u r a )  se p r o c e d i d  a  s a c a r  e l  % de 
FMPA t e n i e n d o  en c u e n t a  l as  p e r d i d a s  s u f r i d a s  
p o r  d i c h o  compuesto. 
j) Aldo t o t a l .  
 AS^, f i n a l m e n t e ,  l u e g o  de d e t e r m i n a r  e l  
3 Aldo -3 H segdn Kliman y P e t e r s o n  y  l a  FMP*, H 
* .  
por  e s t a  metodologia  r e c i d n  d e s c r i p t a :  se c a l -  
c u l d  e l  % Aldos te rona  t o t a l  formada d u r a n t e  l a  
i n c u b a c i d n  como: 
% Aldo TOTAL = % ~ l d o - ~  H + % PMP*"~ H 
~ e m i c u a n t i f i c a c i d n  ae o t r o s  p r o d u c t o s .  
Apar te  de c u a n t i f i c a r s e  A l d o s t e r o n a  como produc t0  
I 
de l a s  i n c u b a c i o n e s ;  tambign se s e m i c u a n t i f i c a r o n  o t r o s  
compuestos:  
k) Forma menos p o l a r  de 18-OH-B de R M  = 7.18. 
La forma menos p o l a r  de 18-OH-B d e  RM 7.18, 
se p u r i f i c b  a p a r t i r  d e l  m a t e r i a l  O e  Rf= 0 , 9 3  
o b t e n i e o  e n  l a  c romatogra f$a  d e l  E I  e n  e l  sis- 
tema Bush B5. Dicho material f u e  t r a t a d o  con 
N H 3  0 ,013  N ,  meeio en e l  que c e m o s t r b  r e v e r t i r  
t o t a l m e n t e  a 18-OH-B, t a l  como se i n d i c a  e n  
R e s u l t a d o s .  Luego de 24  h s  se n e u t r a l i z d  con  HCl 
y st c r o a m t o g r a f i b  e n  e l  sistema ~ u s h  B ~ .  ~e 
e e t e c t d  l u e g o  l a  18-OH-B; se e l u y 6 ,  e l  e x t r a c t 0  
se  l l e v d  a  sequedad y e l  r e s i d u a  s e c o  se tratd 
c o n  HC1 N: cromatocj raf igndose  e l  p r o d u c t 0  
s o b r e  p a p e l  Whatman NQ 1 e n  e l  s i s t e m a  Bush B5. 
Por  r a d i o c r o a m t o g r a f f a  se e v i d e n c i a r o n  5 p i c o s  
con  R f s  e i i l t e n s i d a d e s  q u e  s e g u i a n  e l  p a t r d n  02 
t e n i d o  e n  l a  p roducc idn  de l a s  formas  menos po- 
lares  de l a  18-OH-B, l o  c u a l  h a b l a b a  en  f a v o r  
de l a  p u r e z a  e i d e n t i d a d  d e  l a  RM 7.18 r e v e r t i -  
P a r a  l a  s e m i c u a n t i f i c a c i 6 n  del R* 7.18 
p r o d u c i d o  d u r a n t e  l a  i n c u b a c i d n  se asumid que  
este compuesto s u f r f a  e n  l a  c r o m a t o g r a f f a  e n  
Bush B5 d e l  E I  l a s  mismas p h r d i d a s  que  l a  FMPA; 
y q u e  e n  l a  r e v e r s i 6 n  de RM 7.18 a  18-OH-B con 
NHJ se v o l v f a  a  p r o d u c i r  l a  misma p(r8ida.  Por . 
l o  t a n t o ,  como d i c h a  d d r d i d a  se  h a b f a  c a l c u l a d o  
I 
p a r a  l a  c u a n t i f i c a c i d n  de  l a  FMPA, ( V e r  punto  
i)  mds a r r i b a ) ,  s e  pudo s e m i c u a n t i f i c a r  e l  RM7.18. 
1) M a t e r i a l  s a p o n i f i c a b l e  con KHCO, (MS). 
MS se p u r i f i c d  y s e m i c u a n t i f i c d  a  p a r t i r  de l  
m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  d e l  p i c o  d e  Rf 0.93 ob ten i -  
do en l a  cromatograf fa  d e l  EI. 
Este m a t e r i a l  s apon i f  i c a b l e  s e  p u r i f i c 6  
luego  de habe r se  s epa raeo  con  N€ij e l  RM 7.18 
tambign con ten ido  en e l  R f  = 0.93. Por t r a t a m i e z  
t o  eel m a t e r i a l  r e s i d u a l  con KHCO, t a l  c u a l  se 
d e s c r i b i d  en l a  c u a n t i f i c a c i d n  de Aldosterona 
d e  l a  FMPA, se obtuvo 18-OH-B de MS. 
D e  l a  r a d i a c t i v i d a d  t o t a l  d e l  m a t e r i a l  d e l  
p i c o  de R f  0.93 de l a  cromatograf fa  en Bush B5 
de l  E I  se r e s t a r o n :  l a  r a d i a c t i v i d a d  de l a  FMPA 
ya c u a n t i f i c a d a  y l a  r a d i a c t i v i d a d  d e  l a  RM 7.18 
semicuan t i f i cada ,  t en i endo  en  cuen ta  l a s  p e r d i -  
d a s  s u f r i d a s  po r  e s o s  compuestos h a s t a  d i c h o  p= 
E l  v a l o r  de  r a d i c a t i v f d a d  remanente se 
as ignd  a MS. A d i c h o  v a l o r  se l e  a p l c i a r o n  l a s  
p6 rd idas  s u f r i d a s  por  l a  FMPA, y a s f  f ina l rnen te  
s e  obtuvo e l  v a l o r  de  r a d i a c t i v i d a d  d e l  MS en E I .  
m )  18-OH-B forma M. 
E s t e  compuesto se s e m i c u a n t i f i c d  a p a r t i r  
d e l  m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  d e l  p i c 0  d e  R f  = 0.12 
abtenido e n  la cromatografia d e l  extraeta ini- 
cia1 d e l  inhubado. 
P a r a  v e r i f i c a r  q u e  d i c h o  m a t e r i a l  c o r r e z  
pondfa  s d l o  a 18-OH-B, se l o  e l u y b  con Metanol 
( 3  v e c e s  con 3 m l  c a d a  v e z )  y e l  e x t r a c t o  o rgd  
-
nice o b t e n i d o  se l h e v d  a sequedad a 37QC b a j o  
N2 E l  residub s e c o  se  t r a t d  con  HCl 10'~ N du  -
r a n t e  1 0  minutos ,  y se  sembr6 s a b r e  t i r a s  de 
p a p e l  Whatman NQ 1, p a r a  c r o m a t o g r a f i a r l o  l u e g o  
e n  e l  sistema Bush B5. Por  r a d i o c r o m a t o g r a f f a  
se r e v e l a r o n  5 p i c o s  c o n  m o v i l i d a d e s  e i n t e n s i -  
d a d e s  r e l a t i v a s  i g u a l e s  a l a s  o b t e n i d a s  con e l  
mismo p r o c e d i m i e n t o  s o b r e  1 , 2- ' H - ~ ~ - o H - B  pa- 
t r b n .  
V e r i f i c a d a  l a  p u r e z a  d e l  m a t e r i a l  de Rf- 
0.12, 6 s t e  se s e m i c u a n t i f i c d  asumiendo que  l a  
18-OH-B h a b i a  s u f r i d o  l a s  mismas p 6 r d i d a s  q u e  
l a  A l d o s t e r o n a  -14c h a s t a  l a  c r o m a t o g r a f f a  e n  
e l  sistema Bush B5. 
n )  18-Desox ia ldos te rona .  
es te  compuesto se s e m i c u a n t i f i c d  a p a r t i r  
del m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  d e l  p i c o  de R M  = 4.33 
( R f  = 0.52) o b t e n i d o  e n  l a  c r o m a t o g r a f f a  d e l  E I  
d e l  incubado  e n  e l  sistema Bush B5. 
P a r a  v e r i f i c a r  q u e  d i c h o  m a t e r i a l  c o r r e s -  
pondfa  s d l o  a 18-DAL, se l e  e l u y d  con Metanol 
( 3  veces con 3 m l  cada v e z )  y e l  extracto meta- 
n d l i c o  se l l e v d  a sequedad a 37QC b a j o  N2. E s t e  
r e s i d u o  s e c o ,  p a r a l e l a m e n t e  a  o t r o  d e  18-DAL-3~  
e s t a n 2 a r d  o b t e n i d o  p o r  s u s p e n s i d n  d e  18-OH-B e n  
HC1 (Ver ~ e c c i d n  I d e  M a t e r i a l e s  y M B ~ o ~ o s ) ,  s e  
t r a t d  con 0 , 2  m l  d e  p i r i d i n a  y 0 , 2  m l  de ~ n h f -  
d r i d o  Ace'tico ( 128)duran te  20hs a  37QC. Luego 
se a g r e g a r o n  2  m l  de metanol  y a  10s 10 minutos  
se  l l e v d  e l  e x t r a c t 0  a sequedad  ( N 2 ;  37QC). Los 
r e s i d u o s  s e c o s  f i n a l m e n t e  o b t e n i d o s  se sembraron 
s o b r e  p a p e l  Whatman N Q  1 j u n t o  a  e s t a n d a r d  radig 
i n e r t e  d e  18-DAL-21-Acetato, y se c r o m a t o g r a f i a -  
r o n  e n  e l  s i s t e n a  Bush BL( 140 1.  Los cromato- 
gramas  p r o v e n i e n t e s  de 18-DAL- 3~ y del  m a t e r i a l  
r a d i a c t i v o  d e l  p i c a  d e  Rf = 0.52 s e  r e v e l a r o n  
p o r  r a d i o c r o m a t o g r a f f a  e v i d e n c i g n d o s e  e n  ambos 
c a s o s  .1 p i c o  d e  R f  = 0.58 , c o i n c i d e n t e  con l a  
p o s i c i d n  d e l  e s t a n d a r d  d e  18-DAL-21-Acetato re- 
v e l a d o  p o r  a b s o r c i d n  a  l a  l u z  U.V. 
F i n a l m e n t e ,  e l  m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  d e l  R f =  
0.52 se  somet id .  j u n t o  a ~ ~ - D A L - ~ H ,  a l a s  prue-  
b a s  d e  r e v e r s i b i l i d a d  en r e s i d u o  s e c o  y e n  NH3 
0.013 N d e s c r i p t o s  en  l a  ~ e c c i d n  I de M a t e r i a l e s  
y ~ d t o d o s  p a r a  l a s  formas  menos p o l a r e s  d e  l a  
18-OH-B. Por  comparacidn de 10s r e s u l t a d o s  obsef 
vados  e n t r e  l a s  mue t r a s  y 18-DAL, se concluyd 8 I 
q u e  e x i s t j a  i d e n t i d a d  e n t r e  ambos. 
Una vez comprobada l a  i d e n t i d a 6 ,  se p r o c e  
3 d i d  a s e m i c u a n t i f i c a r  l a  18-DAL- H formada d u r a n  
- 
te l a  incubac ibn ,  Para e l l o  se asurnid que l a  
3 18-DAL- H producida habfa  s u f r i d o  las  mismas 
pkrd idas  que  l a  ~ l d o s t e r o n a - 1 4 c  hasta c s t a  m i s  -
01 O t r a s  formas menos p o l a r e s  d e  l a  18-OH-B. 
Hasta aquf s e  i n d i c d  l a  s e m i c u a n t i f i c a c i d n  
de dos  d e  l a s  c u a t r o  Eormas menos p o l a r e s  de l a  
J8-OH-B produc idas  d u r a n t e  l a  incubac ibn ,  l a s  de 
RM 7.18 y de RM 4.33. Para  l a s  80s r e s t a n t e s  de 
RM 5-26 y RM 6.33 ( R f s  0,63 y 0,75 respectivarnen 
t e )  l a  i d e n t i f i c a c i d n  y l a  p o s t e r i o r  semicuant i -  
f i c a c i d n  se h i c i e r o n  a p a r t i r  d e  10s m a t e r i a l e s  
r a d i a c t i v o s  de 10s mismos v a l o r e s  d e  R f  que 10s 
a r r i b a  i nd i cados ,  p r e s e n t e s  e n  e l  cromatoqrama 
d e l  E I  d e l  incubado. 
Para  s u  ir?entif icacicSn se h i c i e r o n  l a s  
pruebas  de r e v e r s i b i l i d a d  en  r q s i d u o  seco  y e n -  
NH3 0,013 N c o n t r a  pa t rones  de l a s  mismas f o r -  
mas menos p o l a r e s  de  l a  18-OH-B a i d e n t i f i c a r ,  
ob t en idas  a p a r t i r  d e l  t r a t a m i e n t o  de 18-OH-B 
con HC1 N, t a l  como se ha d e s c r i p t o  en l a  
s e c c i d n  I. Entonces~amparando  l o s  p o r c e n t a j e s  
de r e v e r s i 6 n  a  18-OH-B forma M de 10s es t anda rd  
y de l a s  muestras ,  se concluyd que habfa  i d e n t i -  
dad entre  ambas, asumiendose as f  que  10s m a t e r i a  
- 
les de  10s p i c a s  d e  R f  = 0,63 y R f  = 0,75 de l a  
c r o m a t o g r a f f a  e n  Bush B 5 d e l  E I  del incubado  co- 
r r e s p o n d f a n  a  l a s  d o s  formas  menos p o l a r e s  de 
l a  18-OH-B de i d d n t i c o s  R f s .  
La s e m i c u a n t i f i c a c i d n  se r e a l i z d  de l a  
misma manera q u e  p a r a  l a  18-DAL, asumiendo l a  
i g u a l d a d  e n t r e  l a s  p d r d i d a s  s u f r i d a s  p o r  ambos 
c o m p u e s t ~ s  y l a  A ~ B O - ~ ~ C  h a s t a  l a  misna e t a p a .  
p )  ~ e d i c i d n  de r a d i a c t i v i d a d .  
P a r a  l a  medic idn  de l a  r a d i a c t i v i d a d  s o b r e  
a l f c u o t a s  de d i s t i n t a s  f r a c c i o n e s  l a s  m u e s t r a s  se p i p e t e a  
r o n  e n  v i a l e s  d e  b a j o  c o n t e n i d o  e n  p o t a s i o , ,  y l u e g o  se 
evapord  e l  s o l v e n t e  h a s t a  sequedad b a j o  c o r r i e n t e  de a i r e  
o  e n , d e s e c a d o r  b a j o  v a c f o ,  Los r e s i d u o s  s e c o s  se d i s o l v i e  
- 
r o n  e n  1 0  r n l  d e  l f q u i d o  c e n t e l l e a d o r  de l a  s i g u e i n t e  corn- 
p o s i c i b n :  s o l u c i d n  e n  t o l u e n o  de 0,4% p/v de PPO (2.5- 
d i f e n i l o x a z o l )  y 0,0252 p/v  d e  d i m e t i l  POPOP ( l , 4 - b i s  
- 
2-(4-metil-5-feniloxazolil) b e n c e n o ) ,  
Las m u e s t r a s  as1  p r e p a r a d a s  se  c o n t a r o n  e n  un Con- 
t a d o r  d e  C e n t e l l e o  ~ f q u i d o  T r a c e r  A n a l y t i c  mode10 MARK 
I11 c o n e c t a d o  a  una t e r m i n a l  ITT.  
E s t e  a p a r a t o  p r o c e d e  de forma di ferentesegdn se t r a -  
t e  de medir un i s d t o p o  d 2  i s d t o p o s .  
I 
En e l  c a s o  de q u e  se t r a t e  de l a  medic idn d e  u n :  s& 
l o  i e d t o p o  e l  apa ra to  mice p r e v i a m e n t e  una  curva de tala- 
b r a c i d n  c o n s i s t e n t e  e n  una  ser ie  de m u e s t r a s  e s t a n d a r d s  
q u e  c o n t i e n e n  c a d a  una  l a  misma a c t i v i d a d  r a d i a c t i v a  p e r 0  
d i f e r e n t e  g r a d o  de wquench ingu  ( 1 4 1 ) .  P a r a  c a d a  mues t ra  
e l  c o n t a d o r  mide l a s  cpm, l a  e f i c i e n c i a  y e l  gra2o  de 
"quenching4*,  y e s t a b l e c e  y a z o p t a  un " s e t t i n g M  dptimo d e  
g r i l l a s  v o l t a i c a s ,  incorpor i indose  automdt icamente  t o e a  
e s t a  i n f a r m a c i d n  a  l a  computadora. La medic idn  d e l  g r a 6 o  
de "quenching"  d e  una mues t ra  c u a l q u i e r a  es e n t o n c e s  e f e c  
t u a d a  p o r  e l  c o n t a e o r  de l a  s i g u i e n t e  manera: mide l a  ac-  
t i v i d a d  r a d i a c t i v a  de un e s t a n d a r d  e x t e r n o  e n  p r e s e n c i a  y 
e n  a u s e n c i a  de l a  m u e s t r a  a  medir .  E l  impulso  e l g c t r i c o  
p r o v e n i e n t e  de cada  medic idn  e s  l u e g o  r e c t i f i c a d o  a  una  
onda c u a d r a d a  d e  b a s e  c o n s t a n t e .  D e  e s t a  manera, e l  co- 
c i e n t e  d e  l a s  a l t u r a s e e  ambas ondas e x p r e s a  e l  f a c t o r  
d e  "quench ingM.  
Una vez i n c o r p o r a d a s  l a s  c u r v a s  d e  c a l i b r a c i d n  d e  
ambos i s b t o p o s ,  se midid l a  r a d i a c t i v i d a d  d e  l a s  mues t ras  
e x p e r i m e n t a l e s .  P a r a  4s0 ,  e l  aparato mide e l  g r a d o  ~e 
"quenchingu d e  c a e a  m u e s t r a  y 10 c o r r i g e  e n  b a s e  a l a s  
c o n d i c i o n e s  d e l  e s t a n d a r d  mds pr6ximo. E s t e  metodo c o n s i  
gue  medir e l  g r a d o  d e  quenching de c a d a  mues t ra  por  s e p = .  
r a d o ,  e s  d e c i r  que  a p l i c a  una e f i c i e n c i a  p r o p i a  a 1  v a l o r  
de cpm d e  c a d a  mues t ra .  
E l  problema de l l e g a r  a  r e l a c i d n  c o n s t a n t e  en  10s 
metodos d e  d i l u c i d n  d e  i s d t o p o s  con formacibn d e  d e r i v a -  
I d o s  y i l a s  p o s i b i l i d a d e s  de c o r r e g i r  "quenching"  en  e s t o s  
c a s o s :  En e l  c a s o  de d o s  i s d t o p o s  e l  problema se compl ica  
? o r  l a  n e c e s i d a d  de t e n e r  q u e  t e n e r  e n  c u e n t a , e n  una m i s -  
m a  m u e s t r a  desconoc ida ,no  s d l o  l a  e f i c i e n c i a  de ambos i- 
s d t o p o s  s i n 0  tambi6n e l  d i f e r e n t e  g r a d o  de  p e n e t r a c i d n  
del  i s d t o p o  d e  mayor e n e r g l a  e n  e l  cam20 d e l  d e  menor e- 
n e r g i a .  
E l  problema l lega a s u  c o m p l i c a c i d n  mdxima cuando 
l a s  comparaciones  se  deben e f e c t u a r  e n t r e  r e l a c i o n e s  i s o -  
t d p i c a s  d e  e s t r u c t u r a s  q u i m i c a s  d i f e r e n t e s  c a r a c t e r f s t i -  
cas de c a d a  uno de 10s p a s o s  a n a l i t i c o s  de un m6todo de 
d i l u c i d n  i s o t b g i c a  con  formacidn d e  d e r i v a d o s  d e  d o b l e  
marcacidn.  
En e s t e  6 l t i m o  problema e l  wquenching"  t i e n e  t res  
t i p o s  d e  c o n s e c u e n c i a s :  1) disminuc idn  de l a  e f i c i e n c i ?  
de una  s d l a  o  de l a s  d o s  marcac iones  i s o t b p i c o s ;  2) co- 
r r i m i e n t o  d e l  e s p e c t r o  d e l  i s 6 t o p o  de mayor e n e r g f a  h a c i a  
10s campos d e l  de menor e n e r g f a ;  3 )  m o d i f i c a c i d n  e n  e l  
g r a d o  e n  q u e  c a d a  a g e n t e  quenchean te  e s  s e n s i b l e  a  10s 
d o s  f a c t o r e s  a n t e r i o r e s  d e b i d o  a 1  cambio de e s t r u c t u r a  
m o l e c u l a r  q u e  s u f r e  l a  mol6cula  e s t e r o i 2 e a  e n t r e  un p a s o  
y o t r o .  ( P a r a  l a  i n f l u e n c i a  d e  l a  e s t r u c t u r a  e s t e r o i d e a  
y de l a  p o s i c i b n  d e  l a  marcacidn s o b r e  e l  "quenching"  v e r  
(142) 1 .  
E s t o s  f a c t o r e s  imponen e n t o n c e s  u n  mQtodo q u e  no 
se  c o n t e n t e  con  c o r r e g i r  una o  ambas e f i c i e n c i a s  s i n o  
I 
I q u e  d e b e  c o r r e g i r  tarnbien,  p a r a  c a d a  m u e s t r a ,  e l  "se- 
tting" de las g r i l l a s  v o l t a i c a s  t e n d i e n t e s  a eliminar 
e n e r g f a  p r o v e n i e n t e  d e  i s 6 t o p o s  f o r s n e o s .  
E l  e s t a b l e c i m i e n t o ,  ? a r a  cac?a m u e s t r a ,  de qanan- 
.--- 
cias  y g r i l l a s  dptimas e s  un problema t a n  t e e i o s o  que re -  
s u l t a  impos ib le  en a p a r a t o s  no computar izados  y no g rog ra  
-
mados p a r a  t a l  f i n ,  
E l  equi?o que se u t i l i z 6  en  m i  tesis, sin embargo, 
cons igue  e s t a b l e c e r  gananc ia s  y d i sc r iminac iones  de  g r i -  
l l a s  dpt imas debi6ndose a e s t e  per fecc ionamiento  l a  bue- 
na c o i n c i d e n c i a  d e  r e l a c i o n e s  2e i s d t o p o s  e n t r e  e l  pendl- 
t imo y dl t i rno paso  d e l  mdtodo d e  dob le  i s d t o p o  con d e r i -  
v a t i z a c i o n e s  ernpleado para l a  Aldo. 
EXPERIMENTOS SOBRE CAPACIDAD PRECURSORA DE M Y MAC 
P A R A  ALDOSTERONA. 
a) Con e l  o b j e t o  de e s t u d i a r  l a  c a p a c i d a d  precursors 
p a r a  A l d o  de 18-OH-B (forma " M " )  y de MAC (mezcla  de 
compuestos  o b t e n i d o s  a l  s u s p e n d e r  18-ON-B forma M du- 
r a a t e  1 0  minu tos  e n  HC1 lo-* N: v e r  ~ e c c i b n  I) se  re- 
a l i z a r o n  10s s i g u l e n t e s  exper imentos :  
3  0.8 p C i  de ~ , z - ~ H - ~ ~ - o H - B  o dc MAC- H sc i n c u b a  
- 
ran en p r e s e n c i a  o  a u s e n c i a  de 100  2 5 mg de c u a r t o s  
de a d r e n a l e s ,  Las v a r i a b l e s  de c a d a  i n c u b a c i d n  fue ron :  
3 1) P r e c u r s o r e s :  cowo ya s e  i n d i c 6  f u e r o n  1 ,2 -  H- 
3 18-OH-B d MAC- H ( 0 , 8  p C i  de cada uno) .  
2 )  T e j i d o  Adrenal :  como ya se  i n d i c d  c a d a  incu-  
b a c i d n  se r e a l i z 6  e n  p r e s e n c i a  ( ~ i d t i c a )  o  
a u s e n c i a  ( ~ b i b t l c a )  de 100  ' 5 m g  de c u a r t o s  
de a d r e n a l e s  de r a t a .  
3 )  p H  d e l  medio de i n c u b a c i b n :  se u s a r o n  medios 
- 
b u f f e r s  de pH= 3 , 3  d  4 , 8  d  7,4 ,  c u y a s  compo- 
s i c i o n e s  s e  h a l l a n  e n  l a  ~ e c c i d n  IV. 
4 )  Tiempo de i n c u b a c i b n :  l a s  i n c u b a c i o n e s  se  re- 
a l i z a r o n  d u r a n t e  1 h. d  2 h s .  
5 )  Pre incubac ibn :  c a d a  i n c u b a c i d n  s e  r e a l i z d  con 
p r e i n c u b a c i d n  o  s i n  P re incubac ibn .  Las i n c u -  
-
b a c i o n e s  con p r e i n c u b a c i d n  c o n s i s t f a n  en  i n -  
cubar 10s c u a r t o s  d e  a d r e n a l e s  e n  rnedio buf fe r  
s i n  p r e c u r s o r e s  r a d i a c t i v o s  d u r a n t e  20 minu- 
t o s j  y luego  tomar l a s  g l d n 2 u l a s  y p a s a r l a s  
a  o t r o  r e c i p i e n t e  con e l  mismo medio b u f f e r  
que  con ten fa  ahora  e l  precu r so r  r a d i a c t i v o  
r eque r ido .  Resu l t a  obv io  que e n  a q u e l l o s  ex- 
per imentos  en 10s que  no s e  us6 teji20 adre- 
n a l ,  no e x i s t i d  l a  p o s i b i l i d a d  d e  e f e c t u a r  
l a  preincubacidn.  
C a b e  d e s t a c a r  que 10s ensayos r e a l i z a d o s  en 
a u s e n c i a  de t e j i d o  a d r e n a l ,  se r e a l i z a r o n  
p a r a  e v a l u a r  l a  convers i6n  espontdnea d e  18- 
OH-B y  MAC A Aldo b a j o  l a s  condic iones  de 
10s ensayos ya  que,  pa ra  e l  l e r o .  d e  10s p r e  
- 
c u r s o r e s ,  d i c h o  t i p 0  d e  t ransformacidn  ya ha  
s i d o  r e p o r t a d a  ( 7 ) .  
Finalmente  se r e a l i z a r o n  36 incubaciones  p a r  
t r i p l i c a d o ,  en  l a s  c u a l e s  cada una d i f e r f a  de  
l a  o t r a  en a lguna d e  l a s  c i n c o  v a r i a b l e s  1) 
a 5) sei ia ladas  mbs a r t i b a ,  midigndase en  cada 
una l a  Aldosterona t r i t i a d a  producida.~arnbi&n 
s e  c u a n t i f i c a r o n  o t r o s  compuestos, t a l  como 
se  i n d i c a  en Resul tados .  
b) Tra tamien to  e s t a d f s t i c o :  pa ra  cada incubacidn se de- 
r i n i d  +a v a r i a b l e  x = % de  ~ l d o s t e r o n a - 3 ~  producida du- 
r a n t e  l a  incubac ibn ;  y s e  c a l c u l d  e l  ii y e l  e r r o r  e s t a n  
- 
dard (EE). 
Luego se r e a l i z d  un t r a t a m i e n t o  e s t a d l s t i c o  e n t r e  
t o e o s  10s v a l o r e s  y  EE informados,  conjuntamente con 
10s c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a s  i n c u b a c i o n e s  <el  experimen 
-
t o  s i g u i e n t e  f ~ e c c i d n  V - B ) ,  r e l a c i o n a d o ,  como se v e r g e  
c o n  e l  aquf d e s c r i p t o .  
V) B) EXPERIMENTOS SOBRE CAPACIDAD PRECURSORA DE M y MAC, 
INCLUIDOS EN LIPOSOMAS, PARA ALDOSTERONA. 
a) Con e l  o b j e t o  de e s t u e i a r  s i  l a  a l t a  p o l a r i d a d  de 
l a  18-OH-B (MI y s u s  d e r i v a d o s  menas p o l a r e s  (MAC)  a- 
f e c t a b a  l a  e n t r a d a  cZe l a s  hormonas a 1  t e j i d o ,  se i n -  
c o r p o r a r o n  g s t a s  a  l i p o s o m a s  o b t e n i e o s  a partir c?e t e  
- 
j iOo q r a s o  de a d r e n a l  y l u e g o  se i n c u b a r o n  con l a s  a- 
O r e n a l e s .  D e s d e  o t r o  p u n t o  de v i s t a  se  pensb ,  q u e  es- 
t a n d o  10s l f p i e o s  i n v o l u c r a d o s  e n  q r a n  c a n t i d a d  de p r o  
-
,ectar cesos m e t a b 6 l i c o s , ( l 4 3 )  ( 1 4 4 1 ,  e l l o s  p o d r i a n  a F  
l a  b i o s f n t e s i s  de l a  hormona l i p f d i c a  Aldos te rona .  ' 
Los e s t u d i o s  r e a l i z a d o s  c o n  l a s  hormonas i n c l u g  
- 
d a s  e n  l i p o s o m a s  r e s p o n d e n  exac tamente  a 10s e x p e r i -  
mentos s o b r e  c a p a c i d a d  p r e c u r s o r a  de H y MAC p a r a  Aldos- 
t e r o n a  ( s e c c i d n  V - A ) ,  e n  c u a n t o  a  l a  misma v a r i a c i b n  
de c o n d i c i o n e s  1 a 5, ya d e t a l l a e a s  e n  e s a  Seccibn.  
E s  decir q u e  se r e a l i z a r o n  36 i n c u b a c i o n e s  p a r  
t r i p l i c a d o  e n  l a s  c u a l e s  caOa una  d i f e r i a  de l a  o t r a  
e n  a l g u n a  v a r i a b l e  de l a s  i n d i c a d a s  mbs a r r i b a .  
Luego de f i n a l i z a d a  c a d a  i n c u b a c i d n  Ise c u a n t i f i -  
I 
c6 l a  A l d o s t e r o n a  t r i t i a d a  p r o d u c i d a ,  como as1 tarnbien 
o t r o s  p r o d u c t o s  t a l  como se i n d i c a  e n  Resu l t ados .  
b )  T r a t a n i e n t o  e s t a d f s t i c o :  de 10s v a l o r e s  ~ b t e n i E o s  por  
t r i p l i c a d o  e n  c a e a  i n c u b a c i b n  se c a l c u l b ,  a1 i g u a l  q u e  
en e l  e x p e r i m e t n a  a n t e r i o r ,  e l  y e l  EE de l a  v a r i a b l e  
x = % d e  A l e o s t e r o n a  p r a d u c i d a .  
C )  E'ormacidn Ce I fposomas:  l a  fo rmac idn  de l iposomas  
f u e  o b t e n i e a  d e  a c u e r d o  a l a s  metodolog$as d e s c r i p t a s  
p o r  Abramson y c o l a b .  (1451 y p o r  S a u n d e r s  y c o l a b .  
( 1 4 6 ) ,  a p a r t f r  d e  g r a s a  a d r e n a l ,  
cl) ~ b t e n c i d n  l e  g r a s a  a d r e n a l :  1 2  a d r e n a l e s  de r a t a  
se homoqeneizaron con  e t a n o l  a c u o s e  a 1  20% v/v ,  y e l  
homogenato se  e x t r a j o  d o s  veces  con  e l  t r i p l e  de vo- 
lumen de C12CH2. E l  s o l v e n t e  o r g d n i c o  se evaporb  b a j o  
n i t r d g e n o ,  a 37QC, y e l  r e s i d u o  o b t e n i d o  se s u s p e n d i d  
e n  3 m l  de metanol .  EL e x t r a c t 6  m e t a n d l i c o  se d e j d  t o -  
d a  l a  noche  a 4QC e n  h e l a d e r a ,  y  se d e c a n t b .  Todos 10s 
l i p i d o s  p r e c i p i t a d o s  se d i s o l v i e r o n  e n  1 m 1  d e  C12CH2 
- 
y 1 m l  de l  b u f f e r  q u e  i b a  a  ser  usado  (pHs 3 ,3  d 4,8 
d 7 , 4 )  e n  l a  i n c u b a c i 6 n  p o s t e r i o r .  S e  e v a f i r d  e n  co- 
r r i e n t e  de N 2  e l  s o l v e n t e  o r g d n i c o  y 10s l f p i d o s  que- 
d a r o n  a s f  s u s p e n d i d o s  e n  l a  s o l u c i d n  b u f f e r .  La s u s -  
p e n s i d n  se s o n i c 6  d u r a n t e  20 segundos  e n  un equ ipo  
" C e l l  D i s r u p t e r w  (Mode10 185 D. Heat System U l t r a s o n i c  
Inc . ,  Rahway , N. J. 1 a 130 watts /cm2.  L a  formacidn de 
l i p o s o m a s  p o r  s o n i c a c i d n  se cheque0 p o r  o b s e r v a c i d n  a 1  
m i c r o s c o p i o  c o n  aumento B e  1000 x ,  y p o r  l a  e s t a b i l i d a d  
de l a  s u s p e n s i d n  formada. 
c2) I n c o r p o r a c i d n  de 10s p r e c u r s o r e s  a  10s l iposomas:  
de l a  s u s p e n s i d n  d e  10s l i p o s o m a s  fo rmades  como r e c i C n  
se i n d i c 6 ,  s e  tomaron 2 m l  y a  e l l o s  se agregd 0,3 
3 3 
m 1  d e  MAC- H e n  H C l  N o  dc H- H e n  e l  b u f f e r  q u e  
se u s a b a  e n  l a  i n c u b a c i d n ,  q u e  como se r e c o r d a r d  era 
el mismo medio d e  l a  s u s p e n s i d n  de l iposomas .  Luego se 
a g i t 6  v igorosamente  d u r a n t e  30 segundos  c a d a  s u s p e n s i d n  
y se c o l o c d  a  37QC con  a g i t a c i d n  e n  un i n c u b a d o r  meta- 
b d l i c o  Dubuoff ,  d u r a n t e  10  minutos.Terminado d i c h o  ti- 
empo se  comprobd l a  i n c o r p o r a c i d n  de r a d i a c t i v i d a d  a 
10s l i p o s o m a s  de d o s  modos: 
PRIMERO: l a  s u s p e n s i d n  se c e n t r i f u g d  a 5000 rpm, 
a  4QC, d u r a n t e  10 minutos .  Se s e p a r a r o n  e l  sobrenadan-  
t e  y e l  p r e c i p i t a z o  y s o b r e  a l f c u o t a s  de c a d a  uno de  
e l l o s  se midi6  l a  r a d i a c t i v i d a i i ,  v i e n d o  e l  % d e  l a  r a -  
d i a c t i v i d a d  t o t a l  q u e  e s t a b a  e n  e l  p r e c i p i t a d o ,  e l  
c u a l  se a s i g n d  a 10s l iposomas .  
SEGUNDO: l a  s u s p e n s i d n  se  p a s 6  p a r  una  columna 
de Sephadex G-25, usando e l  b u f f e r  de i n c u b a c i d n  como 
f a s e  mdvi l ,  y r e c o g i e n d o  e l  e l u a t o  e n  f r a c c i o n e s  d e  
1 m l .  Luego e n  cada  f r a c c i d n  se  midi6  l a  r a d i a c t i v i d a d ,  
g r a f i c d n d o s e  6 s t a  e n  f u n c i d n  de 10s m l  e l u f d o s .  En e l  
cromatpgrama a s f  o b t e n i d o  se o b s e r v a r o n  2 p i c o s  de vo- 
Idmenel  de r e t e n c i d n  6 m 1  y 18  n l .  Se c a l c u l d  l a  r a -  
diactividad de cada uno y se sac6 e l  % de a c t i v i d a d  
r a d i a c t i v a  t o t a l  que  c o r r e s p o n d f a  a 1  p i c o  d e ( V r , e l  c u d 1  
se  a s i g n d  a 10s l iposomas  marcados .Comg~rese  con ( 1 4 5 ) .  
-.,.- - . 
D e  ambas formas de comprobacibn, se dedujo que 
no menos del  95% de  l a  r a d i a c t i v i d a d  se h a l l a b a  i n c o r  -
porada a  lcs l iposomas.  
TRATAMIENTO ESTADISTICO CONJUNTO: Los r e s u l t a d o s  2e 
10s exper imentos  s o b r e  capac idad  precursors pa ra  Aleos 
-
t e r o n a  d e  M y MAC en forma l i b r e  o  incorporadas  a  l i p o  
-
somas (Secc iones  V-A y V-B) ,  se. j un t a ron  corno un d n i c o  
exper imento,  exceptuando 10s d a t o s  co r r e spond ien te s  a  
~ r e i n c u b a c i b n .  
Los d a t o s  d e  ambos t i p o s  d e  experimentos s e  d i v i  
-
d i e r o n  luego  en * 5  f a c t o r e s  e s t a d f s t i c o s w ,  que s e  co- 
r respondfan  con l a s  v a r i a b l e s  o  condic iones  de  cada i n  
-
cubac ibn ,  a s a b e r :  
ler . f a c t o r :  Precursor :  
2do. f a c t o r :  T e j i d o  Adrenal: p r e s e n c i a  o au- 
s e n c i a  ( ~ b i b t i c o )  d e  100  5 5 mg de  t e  j i d o  
ad rena l .  
3er. f a c t o r :  p.H d e l  Medio de  ~ n c u b a c i b n :  b u f f e r  d e  pH 
3.3; 4.8 6 7.4 
-- - 
d t o O  f a c t o r :  Tiempo d e  ~ n c u b a c i d n :  1. b 2 h s .  
-
stow f a c t o r :  Estado d e l  p r e c u r s o r :  L ibre  so encerraCo en 
Luego, con 10s f a c t o r e s  a s f  ca t ego r i zados ,  se 
r e a l i z d  un ~ n d l i s i s  d e  Varianza ~ u l t i f a c t o r i a l  (ANOVA 
de 5 f a c t o r e s ) .  Con e s t e  f i n  10s d a t o s  s e  procesaron 
con una cornputadora VAX 11/750 per tenec i en te  a1 Inst& 
t u t o  de ~ d l c u l o  d e  la Facultad d e  Cienc ia s  Exactas y 
Naturales;  determindndose l a  s i g n i f i c a c i d n  de  10s da- 
t o s ;  l a s  fn t era cc iones  entre  10s f a c t o r e s  y l a s  condi-  
c i o n e s  dptimas de b i o s f n t e s i s  d c  Aldosterona con 10s 
f a c t o r e s  usados.  
VI) EXPERIMENTOS DE DILUCION DE MAC-'H CON 18-DAL RADIO- 
INERTE , 
Conociendo que  MAC era una mezcla de v a r i a s  
compuestos ( ~ e c c i d n  I) con 1 8 - D A L  coma p r i n c i p a l  campo- 
nen te  ( R e s u l t a d o s ) ;  y v ieneo  que MAC t e n f a  propie6ades  
p r e c u r s o r a s  p a r a  Aldos te rona  (Secc iones  V-A y B, y Resul 
-
t a d o s ) :  se e s t u d i d  si  elcompuesto d e l  MAC r e sponsab le  de 
dicha capac idae  p r e c u r s o r a  e r a  18-DAL. La supos i c i6n  d e  
esta identidac? se basaba  en que: 1) en e s t u d i o s  a n t e r i o -  
res ( 7 )  a 10s r e a l i z a e o s  en l a  p r e s e n t e  tes is ,  e l  compo- 
n e n t e  RM 4.33 d e l  MAC, i d e n t i f i c a d o  por  n o s o t r o s  coma 
18-DAL (Resu l t ados )  p r e s e n t 6  capac idades  p recu r so ra s  muy 
sewe jan te s  a l a s  o b t e n i d a s  por  n o s o t r o s  con MAC a pH 7.4, 
s i n  pre incubac i6n .  
2 )  Los experimentos de 
Captura  y d e  Curso de ~ e a c c i d n  ( V e r  mbs a d e l a h t e )  i n d i c a n  
que 18-DAL e s  i n t e r m e d i a r i o  en l a  b i o s f n t e s i s  de  Aldos- 
- 
t e rona .  
Con e l  f i n  i n d i c a d o  s e  incubaron 0 , 8  P C i  de M A C - 3 ~  
con c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  de 18-DAL r a d i o i n e r t e ,  ba jo  l a s  
s i g u i e n t e s  cond ic iones :  
a )  100 2 5 mg d e  c u a r t o s  de a d r t n a l e s  a  pH = 4.8 d u r a n t e  
2 hs.,  s i n  p re incubac ibn .  
i I 
b) 100 + 5 mg de c u a r t o s  d e  adrenales l  a pH = 7.4 d u r a n t e  
2 hs,, s in  preincubacibn. 
E s t a s  cond ic iones  co inc iden  con l a s  mbs f a v o r a b l e s  
p a r a  l a  b i o s f n t e s i s  d e  Aldosterona a p a r t i r  de 18-OH-B, 
segdn puede verse en Resultados. 
Luego de efectua6as l a s  incubaciones se proce2i6 a 
determinar Al2osterona y 18-DAL tritiaeas como se ind ic6  
en l a  secc idn  XV. 
VII) ESTUDIOS SOBRE CAPACIDAD PRECURSORA P A R A  ALDOSTERONA 
DE OTROS PRECURSORES. 
Los e s t u e i o s  s o b r e  capac idad  p r e c u r s o r a  pa ra  
Aldosterona h a s t a  aquf d e s a r r o l l a d e s  comprendieron como 
s u s t r a t o s  18-OH-B y 18-DAL. 
Sobre  l a  base  C?e e s o s  exper imentos  s e  realiza 
- 
ron l uego  e s t u d i o s  s o b r e  capac idae  p r e c u r s o r a  pa ra  Aldas- 
t e r o n a  que comprendieron o t r o s  s u s t r a t o s  ta les  como: 
a )  Otras  forrnas menos p o l a r e s  de  18-OH-8. 
b) M a t e r i a l  s a p o n i f i c a b l e  a 18-OH-B. 
a) Como se i n d i c d  en l a  p r imera  p a r t e  de esta Seccidn d e  
M a t e r i a l e s  y M B ~ O ~ O S ,  y camo puede v e r s e  en R ~ s u l t a d o s ,  
e l  t r a t a m i e n t o  d e  18-OH-B con HC1 formaba 4 "formas menos 
p o l a r e s  de 18-OH-B", una de l a s  c u a l e s ,  l a  mayor i t a r i a  d e  
RM = 4 . 3 3 ,  f u e  i d e n t i f i c a d a  como 18-DAL. A l a s  r e s t a n t e s  
- 
formas menos p o l a r e s  ( R M  = 5.26; 6.33 y 7.18) se l e s  pro- 
bd l a  capac idad  p r e c u r s o r a  p a r a  Aldosterona,  de l a  s i g u i -  
e n t e  manera: 0 ,005 a 0,02 pCi de  cada forma rnenos p o l a r  
sa incubaron  con 100 2 5 mg d e  c u a r t o s  d e  ad rena l e s  de  ra  
- 
t a  a pH = 7 , 4  a 37QC d u r a n t e  120 rninutos. Final izada l a  
i ncubac idn  e l  sob renadan te  y l a s  g ldndu la s  s e  t r a t a r o n  
como en l a s  incubac iones  con 18-OH-B, (Secc i6n  IV) d e t e r -  
mindndose f i n a h e n t e  l a  Aldosterona produci&a. 
I 
I 
a 1 ~ r e p a r a c i d n  d e  10s P r e c u r s o r e s :  Las d i s t i n t a s  formas 1 
menos p o l a r e s  de l a  18-OH-B usadas como p r e c u r s o r e s  se 
prepa ra ron  por suspens idn  de 1 , 2 - 3 ~ - 1 0 - ~ ~ - ~  en H C l ,  y se 
sepa ra ron  po r  c romatografza  en pape l  en  e l  s i s t e m a  Bush 
B5. L a s  zonas r a d i a c t i v a s  co r r e spond ien te s  a cada forma 
menos p o l a r  se d e t e c t a r o n  por  r a d i o c r o a m t o g r a f ~ a ,  y se 
e luyeron  con metanal .  EI e x t r a c t o  metan61ico s e  l l e v d  a 
1 m l  y de 41  s e  tomaron 0 ,8  m 1 ,  10s c u a l e s  se pus ie ron  
en e l  vaso  de  incubac idn  y l uego  s e  l l e v a r o n  a  sequedad, 
pr imer0 b a j o  N2 a 37QC y l u s g o  b a j o  vac fo  a temperatura  
ambiente. E l  r e s i d u o  s e c o  se us6 eomo p r e c u r s o r ,  y a 61 
s e  l e  agreqaron  2  m l  d e l  medio b u f f e r ,  y 30 min. Oespuds 
10s c u a r t o s  de a e r e n a l e s ,  dgndose en ese momento por  co- 
menzada l a  incubacibn.  
Los 0 , 2  m l  r e s t a n t e s  d e l  e x t r a c t o  metanbl ico se 
l l e v a r o n  a sequedad b a j o  l a s  mismas cond ic iones  a n t e r i o  
- 
res y a 1  r e s i d u o  s e c o  se l e  agtegd 1 m l  de medio b u f f e r .  
Se d e j b  60 minutos a  3 7 ~  con a g i t a c i 6 n  esporddica  y l u e  
go se t s a t d  como e l  sobrenadante  de  incubac idn ,  except0 
- 
que no se l e  aqregd 4 - 1 4 c - ~ l d o s t e r o n a  a1 e x t r a c t 0  c l o r u r o  -
met i ldn ico .  E s t e  Clt imo t r a t a m i e n t o  t e n f a  por  b b j e t o  v e r  
e l  e s t a d o  d e l  p r e c u r s o r  en l a  mitad de l a  incubacibn;  y 
s e r v i r  como medida d e  l a s  t ransforrnaciones  qufmicas ( o  
 bibt tic as) que e l  p r e c u r s o r  usado podfa s u f r i r .  
Los experimentos s e  r e a l i z a r o n  por  dupl icado.  
b )  En l a s  incubac iones  a p a r t i r  d e  18-OH-B y 18-DAL, s e  
pudo obse rva r  que a 1  hace r  l a  c romatograf fa  d e  10s e x t r a c  
- 
tos de l o e  incubados en el sistema Bush B5, aparccia en 
e l  r eve l ado ,  un p i c 0  de  R f  = 0.93. E l  m a t e r i a l  de  e s t a  
zona r a d i a c t i v a ,  s e  e s t u d i d  qufmicamente como se i n d i c 6  
en l a  ~ e c c i d n  I V ,  pudi4ndose  f i n a l m e n t e  establecer que  
uno de  10s componentes e r a  un " m a t e r i a l  s a p o n i f i c a b l e w  o  
" M S W ,  p o s t u l d n d o s e  q u e  f u e s e  un p o s i b l e  " 4 s t e r  &e 18-OH-B". 
Dicho MS s e  u t i l i z d  como p r e c u r s o r  p a r a  Aldbs terona .  
Con t a l  f i n  0.1 P C i  de MS se i n c u b a r o n  s i n  y con 100  f 5 m g  
de c u a r t o s  d e  a d r e n a l e s  de r a t a  a:  pH= 7 ,4  y 4 ,8 ,  a  37QC, 
d u r a n t e  60 minu tos  o  120 minutos  e n  a u s e n c i a  y p r e s e n c i a  
de 18-OH-B r a d i o i n e r t e .  F i n a l i z a d a  l a  i n c u b a c i d n  e l  s o b r e  
n a d a n t e  y l a s  g l s n d u l a s  se t r a t a r o n  como e n  a )  p a r a  d e t e r  
-
minar  18-OH-B; Aldos te rona ;  1 8 - D A L  y MS, segdn  l a s  metodo 
l o g f a s  d e s c r i p t a s  e n  l a  ~ e c c i d n  IV de M a t e r i a l e s  y M B ~ O ~ O S .  
b 1 P r e p a r a c i 6 n  d e l  P r e c u r s o r :  E l  M S  r a d i a c t i v o  p a r a  u s a r  1 
como p r e c u r s o r  f u e  o b t e n i d o  l u e g o  de muchas i n c u b a c i o n e s  
c o n  1 8 - 0 H - l 3 - ~ H  de l a s  c u a l e s  s a  a i s l b  M S  de l a  forma dts-  
c r i p t a  e n  l a  ~ e c c i d n  IV.  
Los exper imeptos  se r e a l i z a r o n  p a r  d u p l i c a d o .  
V I I I )  EXPERIMENTOS SOBRE CURS0 DE LA REACCION DE PRODUC- 
CION DE ALDOSTERONA A PARTIR DE B Y DE 18-OH-B, 
Con e l  o b j e t o  de e s t u d i a r  l a  p o s i b l e  s e c u e n c i a  Cc 
fo rmac idn  d e  i n t e r m e C i a r i o s  a  p a r t i r  de 18-OH-B [ forma 
M I  p a r a  l a  b i o s f n t e s i s  de A l d o s t e r o n a ,  se r e a l i z d  un  ex- 
p e r i m e n t ~  c?e "Curso de r e a c c i d n "  c o n s i s t e n t e  e n  c u a n t i -  
f i c a r  e l  p r e c u r s o r ,  e l  p r o d u c t 0  f i n a l ,  y 10s i n t e r m e d i a -  
r i o s  q u e  e r a n  s e p a r a d o s  p o r  c r o m a t o q r a f f a  e n  p a p e l .  
E l  e x p e r i m e n t 0  c o n s i s t i d  e n  i n c u b a r  0 , 8  P C i  de 
3 1,2-  H-18-OH-B (Curso  de ~ e a c c i d n  a p a r t i r  de 18-OH-B) 
con 100  2 5  m g  d e  Q u a r t o s  d e  a d r e n a l e s  d e  r a t a ,  a  3 7 Q C ,  
b a j o  a t m d s f e r a  d e  ca rbdgeno  (95% O2 + 5% O 2  e n  b u f f e r  
de pH 7 , 4  y 4 ,8 .  Los t i empos  d e  i n c u b a c i d n  f u e r o n  30,  60,  
90, 120 y 150 minutos .  El exper iment0  se r e a l i z d  p o r  du- 
p l i c a d o ,  
F i n a l i z a d a s  l a s  i n c u b a c i o n e s  se p r o c e d i d  a  c u a n t i -  
f i c a r ,  a  p a r t i r  c2e l a s  q l d n d u l a s  y d e l  sobrenac?ante iie 
i n c u b a c i 6 n ,  18-OH-B (forma M I ,  18-DAL, y l a  Aldos te rona  
total, 
Los e e t a l l e s  t2e i n c u b a c i d n  as: como l a s  metodolo- 
q f a s  de c u a n t i f i c a c i b n ,  se h a l l a n  d e s c r i p t a s  en l a  Sec- 
c i d n  IV, 
IX) EXPERIMENTOS DE ATRAPAMIENTO. 
a) Exper iment0  d e  a t r a p a m i e n t o  de 18-OH-B r a d i a c t i v a  
a  p a r t i r  de 1, 2 - 3 ~ - ~ o r t i c o s t e r o n a  e n  l a  k i o s i n t e -  
sis de Alc?osterona. 
Con e l  f i n  de d e t e r m i n a r  s i  l a  18-OH-B a c t u z  
b a  como i n t e r n e c i a r i o  de l a  b i o s s n t e s i s  de Aldosterona  a 
partir de C o r t i c o s t e r o n a  e n  a d r e n a l  de r a t a ,  se r e a l i z a -  
r a n  10s s i g u i e n t e s  exper imentos :  
(100 f 5 )  mg de c u a r t o s  de a d r e n a l e s  de ra ta  
f u e r o n  i n c u b a e o s  a 37QC, ba jo  a t m d s f e r a  d e  carbbgeno,  d u  -
r a n t e  1.5 hs .  . a pH = 4.8 con  25 pmoles de 1 , 2 - ~ ~ - ~ o r t i -  
c o s t e r o n a  (1 pCi) y c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  d e  18-Off-B-(for - 
ma M I - r a d i o i n e r t e .  Cada e x p e r i m e n t o  se r e a l i z d  p a r  d u p l i -  
cado.  En t o d o s  10s cases se  c u a n t i f i c d  ~ l d o s t e r o n a - 3 ~ .  
- b )  Exper imento-  de a t r a p a m i e n t o  de 18-Desoxia ldos te-  
r o n a  r a d i a c t i v a  a p a r t i r  de 1 . 2 - 3 ~ - ~ o r t i c o s t e r o n a  
e n  l a  b i o s f n t e s i s  d e  Aldos te rona .  
Con e l  o b j e t o  d e  d e t e r m i n a r  s i  e l  e s t e r o i d e  
18-Desox ia ldos te rona  e r a  i n t e r r n e d i a r i o  e n  l a  b i o s f n t e s i s  
d e  A l d o s t e r o n a  a p a r t i r  d e  C o r t i c o s t e r o n a  e n  a d r e n a l  d e  
r a t a ,  se  r e a l i z a r o n  10s s i g u i e n t e s  experirnentos:  
100 2 5 mg d e  c u a r f o s  de a e r e n a l e s  d e  r a t a  
se i n c u b a r o n  a 3 7nc. ba j o  atmds h e r a  de carbbgeno,  e u r a n t e  
1.5 h s .  . a pH 4 .8  con 25 pmoles de 1 , 2 - 3 ~ - ~ o r t i c o s t e r o n a  
( 1 J l C i )  y c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  de 18-Desox ia ldos te rona  ra 
d i o i n e r t e .  Cat!a e x p e r i e n c i a  se r e a f i z 6  po r  dupl icado.  En 
toCos 10s c a s o s  s e  c u a n t i f i c d  ~ l ~ o s t e r o n a - 3 ~  y s e  semi- 
c u a n t i f i c d  18-08-8-~ y ~ ~ - o A L - ~ H .  
C )  Experimento de  a t r apamien to  Ce 18-Desoxialc?os- 
t e r o n a  r a d i a c t i v a  a p a r t i r  de 1 . 2 - 3 ~ - 1 8 - ~ ~ - ~  en 
l a  b i o s f n t e s i s  d e  Aldosterona,  
Con e l  o b j e t o  de dc te rmina r  s i  18-DAL era i n -  
t e r m e d i a r i o  en l a  b i o s < n t e s i s  de Aldosterona a p a r t i r  d e  
18-OH-B en s u p r a r r e n a l  de r a t a ,  se e f e c t u a r o n  10s s i g u i e n  
tes  experirnentos: 100 f 5 m g  d e  c u a r t o s  de ad rena l e s  de 
r a t a  se incubaron a 37QC, b a j o  a tmdsfera  ee carbbgeno, du- 
r a n t e  1 .5  hs . ,  a pH = 4 . 8  con  25 pmoles de 1 , 2 - 3 ~ - 1 8 - 0 ~ - ~  
(1 ,3  P C i )  y c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  E e  1 8 - D A L  r a d i o i n e r t e .  
Cada experiment0 s e  rea l iz t5  po r  dup l i cado ,  En todos 10s 
c a s o s  sa c u a n t i f i c b  ~ l d o s t e r o n a - 3 ~  y se s e m i c u a n t i f i c b  
T r a t a m i e n t o s  de 10s incubados  con  B como p r e c u r s o r .  
L a  c u a n t i f i c a c i d n  Be l a  ~ o r t i c o s t e r o n a - 3 ~  remanen- 
t e  se l l e v d  a  c a b o  p o r  e l  mCtodo de d i l u c f d n  i s o t d p i c a  
ya empleado p a r a  Aldos te rona .  
Con t a l  f i n ,  a 1  e x t r a c t o  c l o r u r o m e t i l ~ n f c o  prove-  
n i e n t e  de l a s  g l s n d u l a s  y d e l  s o b r e n a d a n t e  de i n c u b a c i b n  
( E I )  s t  l e  a g r e g a r o n  0.02 UCi C!e 1 4 ~ ~ l ~ o  com  t r a z a d o r  d a  
p g r d i d a s .  Luego se l l e v d  e l  e x t r a c t o  o r g d n i c o  a sequedad 
b a j o  N2 a  37QC y e l  r e s i d u o  s e c o  s e  sembrb s o b r e  p a p e l  
Whatman NS? 1 p r e v i a m e n t e  embebido e n  una s o l u c i d n  de Me- 
t a n o 1 : p r o p i l e n g l i c o l  (2 + 1) y se  d e s a r r o l l d  e n  e l  s i s t ~  
ma c r o m a t o g r ~ f i c o  TPG ( 1 4 7 ) ( f a s e  mdvi l  = t o l u e n o  s a t u r a d o  
c o n  p r o p i l e n g l i c o l )  d u r a n t e  8  h s .  E l  cromatograma se re- 
v e l d  p o r  r a d i o c r o m a t o g r a f f a ,  e v i d e n c i i h d o s e  un p i c 0  e n  e l .  
o r f g e n  y o t r o s  p i c o s  t o t a l m e n t e  r e s u e l t o s  c e r c a  d e  l a  m i -  
- 
t a d  d e  l a  t i r a .  Los R f ,  a l g u n a s  v e c e s ,  no pud ie ron  ser 
c a l c u l a d o s  y a  q u e  b a j o  l a s  c o n d i c i o n e s  u s a d a s  l a  f a s e  mb- 
v i l  comenzaba, a v e c e s ,  a g o t e a r  f u e r a  d e l  cromatograma. 
E l  o r f g e n  se e l u y d  con Metanol ( 3  v e c e s  con 3 m l  
c a d a  v e z )  y e l  e x t r a c t o  m e t a n d l i c o  o b t e n i d o  se l l e v d  a  
sequedad  (NZ, 3 7 X )  p a r a  ser d e s a r r o l l a d o  l u e g o  s o b r e  p s  
p e l  Whatman NP 1 e n  e l  sistema Bush El5. A p a r t i r  de  e s t e  
cromatograma se  c u a n t i f i c c 5  Aldo, ~ ~ { o H - B  y 18-DAL ee l a  
I 
Los o t r o s  p i c o s  d e l  cromatograma p r o v e n i e n t e s  d e l  
TPG se compararon contra e s t a n d a r d  de C o r t i c o s t e r o n a  r a -  
d i o i n e r t e .  E l  que se c o r r e s p o n d i d  c o n  e s t e  6 l t i m o  ( e l  de 
menor R f )  se e l u y d  y se c u a n t i f i c 6  como ~ o r t i c o s t e t o n a - 3 ~  
remanen te  p o r  e l  m6tod0, y a  mencionado, de d i l u c i d n  i s o t d  -
p i c a .  
F i n a l m e n t e ,  eel 6 l t i m o  p i c o  d e l  TPG i n i c i a l  se e l u -  
y6 su m a t e r i a l  r a 6 i a c t i v o  con  metana l .  ~l e x t r a c t 0  meta- 
n d l i c o  se l l e v 6  a  sequedad y  se sembrd s o b r e  p a p e l  Whatman 
NQ 1, d e s a r r o l l d n d o s e  e n  e l  sistema Bush B5. E l  d n i c o  p i c o  
o b t e n i d o  se i d e n t i f i d  como l a  forma menos p o l a r  de 18-OH-B 
de R M  6.33 . 
X )  EXFERIMENTOS DE REQUERIMIENTOS PARA LAS OXIDACIONES 
DE 18-OH-B Y 18-DAL PARA DAR ALDOSTERONA. 
Con 10s exper imentos  de "at rapamiento o cap tu ra"  
y 10s de  "Curso 6e r e a c c i d n "  a p a r t i r  de B y 18-OH-B se 
pudo demost ra r  (Ver R e s u l t a ~ o s )  que l a  18-OH-B y 1 8 - D A L  
son  compuestos i n t e r m e d i a r i o s  en l a  b i o s f n t e s i s  de A l d b  
a p a r t i r  d e  B. Por o t r o  l a d o ,  po r  observac idn  d e  l a s  es-  
t r u c t u r a s  molecu la res  de d ichos  e s t e r o i d e s ,  F iguras  9 y 
12,  es qufmicamente obse rvab le  que p a r a  que 18-OH-B y 
18-DAL e e n  l u g a r  a Aleos te rona  e s  n e c e s a r i o  que ocu r ra  
una ox idac ibn ,  Dicho proceso  podr fa  o c u r r i r  de 2 formas 
d i s t i n t a s ,  segdn s e  ha  i nd i cado  en l a  Int roduccibn:  
- Por medio d e  una deshidrogenacibn.  
- Por medio de  una h i d r o x i l a c i d n .  
Los exper imentos  aqug d e s c r i p t o s  pretenden e s t u d i a r  
10s r eque r imien tos  p a r a  f a  oxidacidn a Aldo a p a r t i r  d e  
18-DAL y de 18-OH-B, p a r a  luego  poder p o s t u l a r  un meca- 
nismo de oxidaci6n:  
a )  Requerimiento d e  NADP+ o NADPH: homogenatos provenien- 
t e s  d e  100  f 5 m g  de a d r e n a l e s  d e  r a t a  fue ron  incubados 
a pH = 4 , 8  con NADP+ 0 , s  rnM d NADPH 0 , s  mM, o* rnalato 9 mM,  
o' NADP' 0,5 m M  mds c a n t i d a d e s  c t e c i e n t e s  d e  malato,  de see  
0,15 mM h a g t a  9 m M .  
I 
D c  eeta manera s e  pudo e s t u d i a r  e l  e f e c t o ,  s o b r e  l a  
sfntesis d c  Aldastcrana a partir  do 18-DAL, de NADP' y 
NADPH, y d e l  l lamado "s i s tema generador  d e  NADPHw (53) 
( 8 2 )  ( V e r  ~ n t r o ~ u c c i d n ) .  
Como p r e c u r s o r e s  se usaron  0.8 P C i  de 1 , 2 - 3 ~ - 1 8 - ~ ~ - 8  
6 0.8 U C i  i?e M A C - 3 ~  preparado  como se i n d i c d  en  l a  s e c c i d n  
b )  Requerirniento d e  02: 100 2 5 m g  de c u a r t o s  dc  a d r e n a l e s  
de  r a t a  se incubaron en  t ubos  de Thumberg b a j o  l a s  s i g u i -  
e n t e s  c o n d i c i o n e s  a l t e r n a t i v a s :  
1) Atmbsfera: carbdgeno o  N2. P a r a  Cs to  SB hi20  v a c f o  
e n  10s t ubos  y l uego  se s a t u r a r o n  con  10s gases .  
2 )  Prccu r so re s :  0 , 8  U C i  de 1 , 2 - 3 ~ - 1 8 - ~ ~ - ~  o  de M A C - 3 ~ .  
3 )  pH = 4.8 6 7.4; ambos b u f f e r  f u e r o n  ad i c ionados  de 
mala to  9 aH y NADP' 0.5 mM. 
En ambos c a s o s ,  a )  y b), se midi6  l a  a l d o s t e r o n a  
t r i t i a d a  formada d u r a n t e  l a  incubac idn .  - 
XI) LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS BIOSINTESIS DE MS Y 
ALDoSTERONA A P A R T I R  DE 18-OH-B Y 1 8 - D A L ,  
a )  Experimentos p r e v i o s ,  
S e  homogeneizaron a d r e n a l e s  d e  ra ta  en Sacaro -
s a  0 .25  M de pH 7.4 en 1 homogeneizador Potter-Elvehjem. 
E l  homogenato se l l e v d  luego  a  l a  r e l a c i d n  150 mg de t= 
j i d o  ad rena l /ml  de medio, y s e  u t i l i z d  en  10s s i g u i e n t e s  
exper iment  o s  : 
1) 18-OH-B 6 18-DAL t r i t i a d a s  ( 1 , 8  p C i  de  A e  = 6 ,9  
pCi/umol) se incubaron d u r a n t e  20 min con d i s t i n t a s  can- 
tidades de homogenato. El volumen d e  incdbac idn  se l l e v d  
a 1 m 1  con Sacarosa  0 . 2 5  M d e  pH 7,4 y ldego  fua comple- 
tad0 con medio b u f f e r  f o s f a t o  pH 7 , 4  Be manera d e  obte-  
n e r  l a s  concen t r ac iones  f i n a l e s  i n d i c a d a s  pa ra  e l  b u f f e r  
TRIS de p H  7 , 4  0,0135 M ( p a r t e  c d e  l a  ~ e c c i d n  IV d e  
~ a t e r i a l e s  y ~ 6 t o d o s ) .  
F i n a l i z a d a  l a  incubac idn  s e  s emicuan t i f i cd  e l  MS 
r a d i a c t i v o  producido,  g ra f i cdndose  e s t e  d l t imo  v a l o r  e n  
func idn  de l a  masa d e  t e j i d o  c o r r e s p o n d i e n t e  a l  volumen 
de homogenato agregado a cada incubac i6n ,  
D e  d i c h o  g r d f i c o  se s a c 6  e l  mdximo v a l o r  de  masa 
de t e j i d o  que e s t a b a  s o b r e  l a  zona r e c t a ,  e l  c u a l  c o r r e z  
pondid a 50 mg de t e j i d o  a d r e n a l .  1 
1 I 
2 )  18-OH!B 6 18-DAL t r i t i a d a s  (1 ,8  p C i  Be A e  = 6.9 
PCi/Umol) sc incubaron con el volumen Ce homogenato CCI- . 
r r e s p o n d i e n t e  a  50 mg d e  t e j i d o  a d r e n a l  d u r a n t e  d i s t i n t o s  
t iempos.  E l  medio de incubacidn f u e  completac20 como en 
e l  experiment0 a n t e r i o r ,  mbs mala to  5 rnM y N A D P  0 , s  mM. 
F i n a l i z a d a  l a  incubac idn  se c u a n t i f i c d  Aldo y s e  
s e m i c u a n t i f i c d  MS, qra f i cdndose  e s t o s  v a l o r e s  en func idn  
del  t iempo de  incubacibn.  D e  d i c h o  g r d f i c o  se sac6  e l  
mdximo v a l o r  d e  tiempo de i ncubac idn  que e s t a b a  sob re  l a  
zona r e c t a ,  e l  c u a l  co r r e spond i6  a 30 minutos. 
D e  e s t a  forma se ob tuv ie ron  l a s  condic iones  pa ra  
e f e c t u a r  l a s  incubac iones  qne p e r m i t i e s e n  d i l u c i d a r  en 
qu6 f r a c c i d n  s u b c e l u l a r  o c u r r e  l a  b i o s i n t e s i s  d e  Aldo y 
M S  a p a r t i r  de 18-OH-B y 18-DAL 
Fraccionamiento S u b c e l u l a r .  
Un homogenato d e  a d r e n a l e s  d e  r a t a  preparado 
como se i n d i c 6  en e l  punto a n t e r i o r ,  s e  somet id  a f r a c -  
c ionamiento por  c e n t r i f u g a c i d n  d i f e r e n c i a l  seg6n e l  es-  
quema d e  l a  F igu ra  24, ob ten iendbse  l a s  f r a c c i o n e s  a l l f  
i n d i c a d a s  : 
H= homogenato i n i c i a l .  
N= p r e c i p i t a d o  de  600 xg, 
M= p r e c i p i t a d o  d e  12000 xg a  p a r t i r  d e l  
sobrenadante  d e  600 x g .  
m= p r e c i p i t a d o  d e  100,000 xg a p a r t i r  d e l  
sobrenadante  de 12000 xg. 
S= sobrenadante  c2e 100,000 xg, 
Los p r e c i p i t a d o s  ( f r a c c i o n e s  N ,  M y m )  se resuspeE 
d i e r o n  en e l  menor volumen p o s i b l e  d e  medio (Sacarosa  
A' 600xg 
F P 
1 medio 
_:"A F i me2ia 
" " ~ '  F 
P = f r a c c i 6 n  N 
12.000xg 2 0 '  
F 
I 
medi. 
"ooooxk F 
P = f r a c c i d n  M 
100.00Oxg 6 0 '  
f r a c c i d n  s = F P = f r a c c i d n  m 
4 .  
F i g u t a  24: c e n t r i f u g a c i 6 n  d i f e r e n c i a l  para l a  obtenc idn  
de l a s  fracciones s u b c e l u l a r e s .  H = homogena -
0 ,25  M d e  pH 7 , 4 ) .  
Sobre  c a d a  f r a c c i d n  se r e a l i z a r o n  l a s  s i g u i e n t e s  
d e t e r m i n a c i o n e s :  
' 1  A c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  de ~ u c c i n i c o  d e s h i d r o g e n a s a :  
s e  empled e l  m8todo d e s c r i p t o  p o r  ~ e n n i n g t o n ( l 4 8 ) -  
Brevemente: e n  un volumen f i n a l  de 1 m l  de b u f f e r  f o s f a t o  
50 m M  de pH 7 ,4  se  i n c u b a  d u r a n t e  1 0  minu tos  S u c c i n a t o  de 
S o d i o  50 m M ,  S a c a r o s a  25 m M ,  I N T  ( v i o l e t a  de p-yodoni t ro-  
t e t r a z o l i o )  0.1 % p/v ,  con c a d a  una d e  l a s  f r a c c i o n e s  SUE 
c e l u l a r e s  o b t e n i d a s .  La r e a c c i d n  se p a r a  p o r  agrega2o de 
1 m l  de TCA 10%. Se a g r e g a n  l u e g o  4 m l  de A c e t a t o  d e  e t i -  
l o ,  se c e n t r i f u g a  y  se l e e  l a  a b s o r b a n c i a  de l a  f a s e  o r -  
g d n i c a  a 490 nm c o n t r a  un b l a n c o  p r e p a r a d o  de l a  m i s m a  
forma p e r 0  s i n  S u c c i n a t o  de Sodio .  
Se d e f i n e  1 Unidad e n z i m d t i c a  ( U E )  como l a  c a n t i -  
dad  de enzima q u e  produce  una  a b s o r b a n c i a  d e  0.010. 
2 )  p r o t e i n a s :  
se emple6 e l  mgtodo d e  Lowry y  c o l .  ( 1 4 9 ) .  
3 )  A c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  de fo rmac idn  d e  Aldo a  p a r  -
t i r  de 18-OH-B y  d e  18-DAL: 
se empled l a  medic idn  y a  d e s c r i p t a e n  l a s  i n c u b a  -
c i o n e s  d e  homoqenatos de a d r e n a l e s  d e  r a t a  ( p u n t o  h de l a  
~ e c c i d n  I V  de M a t e r i a l e s  y ~ 6 t o d o s )  b a j o  l a s  s i g u i e n t e s  
c o n d i c i o n e s :  de cada  f r a c c i d n  e n z i m d t i c a  se  incubd l a  c a n  -
t i d ad  p r o v e n i e n t e  de 50 m g  de t e j i d o  a d r e n a l ,  d u r a n t e  30 
3 
m i n u t o s ,  con 1.8 p C i  I , ~ - ~ H - ~ ~ - o H - B  d  1 , 2 -  H-18-DAL (Ae= 
6 , 9  pCi/Umol) a pH 7.4 ( B u f f e r  T r i s )  6 gH 4 , 8  ( B u f f e r  Ace 
t a t o ) .  En t o 2 o s  10s c a s o s  e l  medio se a d i c i o n 6  d e  m a l a t o  
5 m M  y %AD!?+ 0.5 m M .  
Se d e f i n e  u n a  U E  cgmo l a  c a n t i e a d l  2e enzima q u e  
t r a n s f o r m a  1 nmol 2e s u s t r a t o  e n  Alc?asterona.  
4 )  A c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  6e f o r m a c i d n  d e  MS a a a r t i r  
Se i n c u b a r o n  c a n t i S a d e s  cZe c a d a  f r a c c i d n  s u h c e l u l a r  
p r o v e n i e n t e s  i!e 50 mg t2e t e j i 2 o  a d r e n a l ,  d u r a n t e  30 minu- 
t o s  c o n  1 . 8  P C i  de 1 , 2 - 3 ~ - 1 8 - ~ ~ - ~  6 I , ~ - ~ H - ~ ~ - D A L  ( A e  = 
6,9 pCi/Umol) a  pH 7.4 ( B u f f e r  T r i s ) .  Luego s e  midid  e n  
e l  i n c u b a d o  MS S e  a c u e r d o  a 1  m6todo S e s c r i p t o  e n  l a  Sec-  
c i 6 n  IV d e  M a t e r i a l e s  y ~ 6 t o d o s .  
Se d e f i n e  u n a  U E  como l a  can t i c?ad  de enzima que 
t r a n s f o r m a  1 nmol de s u s t r a t o  en  p r o d u c t o .  
X I I )  LOCALIZACIOM SUBMITOCONDRIAL DE LA BIOSINTESIS DE 
ALDO . 
a Expe r imen tos  p r e v i ~ s  .
S e  ? r e ? a r b  un  homogenato de g l d n d u l a s  a 2 r e n a l e s  
de r a t a  de l a  forma i n d i c a d a  e n  l a  s e c c i 5 n  X I  de M a t e r i a  -
l e s  y M ~ ~ O ~ O S .  
Lueqo se  r e a l i z a r o n  10s s i g u i e n t e s  e x p e r i m e n t o s :  
1) S e  i n c u b a r o n  1 .88  p C i  Be I , ~ - ~ H - B  ( A e -  6 ,92  UCi/Urnol) 
d u r a n t e  1 0  min con  c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  de homogenato.  
E l  volumen c?e i n c u b a c i d n  se  l l e v d  a  5  m l  c o n  medio b u f f e r  
H C O ; / H ~ C O ~  de pH 7 .4  d e  una  c o n c e n t r a c i d n  s u f i c i e n t e  p a r a  
o b t e n e r  l a s  c o n c e n t r a c i o n e s  f i n a l e s  i n d i c a d a s  e n  l a  p a r t e  
C de l a  ~ e c c i 6 n  I V  de M a t e r i a l e s  y ~ 6 t o 2 o s  p a r a  e l  mismo 
b u f f e r  0.0135 M. 
F i n a l i z a d a  l a  i n c u b a c i d n  s e  c u a n t i f i c d  l a  Aldo tri- 
t iaea.  Luego s e  g r a f i c d  e s t e  v a l o r  e n  f u n c i d n  6e l a  masa 
de  t e j i d o  c o r r e s p o n 2 i e n t e  a 1  volumen de homogenato a g r e -  
g a d o  a  c a d a  i n c u b a c i b n .  D e  d i c h o  g r d f i c o  se sac& e l  mdxi- 
mo v a l o r  d e  masa de t e j i d o  q u e  e s t a b a  s o b r e  l a  zona  recta.  
Dicho  v a l o r  c o r r e s p o n d i d  a  30 m g .  
2 )  E l  volumen de homogenato p r o v e n i e n t e  d e  30 mg de t e j i -  
3 d o  a d r e n a l  s e  i n c u b 6  c o n  1 , 8 8  p C i  de 1 , 2 -  H-B (Ae = 6 , 9 2  
lpCi/Umol) d u r a n t e  d i s t i n t o s  t i e m p o s .  E l  volumen de i n c u -  
I 
b a c i d n  se  comple td  a 5  m l  como e n  e l  e x p e r i m e n t 9  a n t e r i o r .  
F i n a l i z a S a  l a  i n c u b a c i d n  se  c u a n t i f i c d  l a  Aldo tri- 
t i a d a  p r o d u c i d a ,  g r a f i c 5 n d o s e  e s t e  v a l o r  e n  f u n c i d n  d e l  
t iempo 2 e  i n c u b a c i b n .  D e  Cicho g r d f i c o  se s a c 4  el rndximo 
v a l o r  c5e t iemgo que  e s t a b a  s o b r e  l a  zona r e c t a ,  e l  c u a l  
c o r r e s p o n 2 i d  a 20 minutos .  
D e  e s t a  forma se o b t u v i e r o n  l a s  c o n 2 i c i o n e s  p a r a  
e f e c t u a r  l a s  i n c u b a c i o n e s  2 o s t e r i o r e s .  
b )  F racc ionamien to  S u b m i t o c o n d r i a l .  
Se s i g u i d  e l  m C t 0 d 0 -  de ~ c h n a i t m a n  y c o l .  (150) 
con  pequefias m o d i f i c a c i o n e s .  
Se  homogeinizaron a d r e n a l e s  d e  r a t a  en  b u f f e r  
Hepes sup lmentaeo  (Hepes-S) de pH 7,4 e n  un homogeiniz? 
d o r  Po t t e r -E lveh jem e n  l a  r e l a c i d n  600 m g  de t e j i d o / r n l  
d e  rnedio. 
E l  b u f f e r  Hepes-S c o n s i s t i d  en: Hepes (Acido N-2-  
h i d r o x i e t i l  piperazina-NI-2-etanosulfdnico) 2 m M ;  mani- 
t o 1  220 mM; S a c a r o s a  70 m M  y ~ l b 6 m i n a  c5e Suero  Bovino 
- 
(BSA) 0,s mg/ml, E l  pH d e l  medio se a j u s t d  a  pH 7,4 con  
KOH j u s t o  a n t e s  d e  u s a r l o .  
E l  homogenatb se  l l e v d  l u e g o  a  l a  r e l a c i 6 n  250 mg 
de t e j i d o  / m l  d e  medio y s e  somet id  a  f r a c c i o n a m i e n t o  
p a r  c e n t r i f u g a c i d n  d i f e r e n c i a l  segdn  e l  esquema c5e l a  F i  -
g u r a  24; o b t e n i 4 n d o s e  l a s  rnismas f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  
a h f  i n d i c a d a s :  H ,  N, M ,  m y S ,  
Sobre  c a d a  f r a c c i d n  se  midieron:  k )  p r o t e i n a s  seg6n 
I 
Lowry y c o l .  (149 ; 2 )  l a  a c t i v l d a d  e n z i m d t i c a  c5e Succf -  
n i c o  d e s h i d r o g e n a s a  (SDH) seg6n  e l  metodo de Pennington 
(148) y a  d e s c r i p t o  e n  l a  ~ e c c i d n  X I 1  d e  M a t e r i a l e s  y ~ 6 -  
B u s a n e o  l a s  c o n 2 i c i o n e s  o b t e n i 6 a s  e n  l o s  exper imentos  
a r e v i o s ,  e s  l e c i r :  1 , 8 8  p C i  Ce 8 e 3 H  ( R e =  6.92 UCi/Umol, 
se i n c u b a r o n  con  L a  c a n t i d a d  2 e  ca<a  f r a c c i 5 n  p r o v e n i e n t e  
de 30 mg de t e j i e o  a d r e n a l  d u r a n t e  20 minu tos  e n  un vo- 
lumen f i n a l  d e  5 r n l  que t e n i a  b u f f e r  Krebs-Ringer 2e pH 
7 . 4  ( p a r t e  c )  2 e  ~ e c c i d n  11 d e  M a t e r i a l e s  y ~ ~ t o d o s )  e l  
c u a l  e r a  a h o r a  a d i c i o n a E o  d e  m a l a t o  5  rnM y NADP+ 0.5 m M .  
A p a r t i r  d e  e s t a s  rnedic iones  s e  c o n c l u y 6  q u e  l a  f r a c c i d n  
s u b c e l u l a r  M e r a  l a  e n r i q u e c i d a  e n  m i t o c o n d r i a s  y q u e ,  
adembs, e n  e l l a  o c u r r i a ,  como e r a  d e  e s p e r a r ,  l a  forma- 
c i d n  d e  Aldo a  p a r t i r  d e l  p r e c u r s o r  usado .  
Luego, a  p a r t i r  2e l a  f r a c c i d n  M,se p r o c e d i d  a  ob- 
t e n e r  l a s  f r a c c i o n e s  s u b m i t o c o n d r i a l e s  d e  acuerdo  a 1  m6- 
t o d o  Ce Schrnaitman y c o l .  ( 1 5 0 ) .  
La f r a c c i d n  M 2 r o v e n i e n t e  d e  58 a d r e n a l e s  d e  rata 
se tom6 con  4  r n l  d e  b u f f e r  Heper-S, A 2 i c h a  s u s p e n s i d n  
se l e  a g r e g a r o n  1 , 6  m l  2e una s o l u c i d n  d e  d i g i t o n i n a  - 
( 0 , 5 % )  en b u f f e r  Hepes-S, L a  mezcla s e  d e j d  20 minutos  
a 4QC c o n  a g i t a c i d n  c o n t i n u a ,  Luego se  a g r e g a r o n  4.6 m l  
Be b u f f e r  Hepes-S; y se c e n t r i f u g d  a 12 ,180-xg  x  20 min 
obteni4nc?ose d o s  f r a c c i o n e s  : 
T ( P r e c i p i t a d o ) .  
E (Sobrenadan te  . 
L a  f r a c c i d n  E se c e n t r i f u g d  a  100,000 xg x 60 min  
o b t e n i 6 n d o s e  3 0 s  f r a c c i o n e s :  X ( P r e c f p i t a d b )  
I ( S o b r e n a d a n t e ) ,  
La s o l u c i d n  d e  d i g i t o n i n a  se  p r e p a r d  agregan2o e l  
b u f f e r  Hepes-S ( p e r o  s i n  l a  BSA) e n  e b u l l i c i 6 n  s o b r e  e l  
d e t e r g e n t e ,  a g i t a n d o  l u e g o  d u r a n t e  20 minu tos  h a s t a  al -  
c a n z a r  l a  t e m ? e r a t u r a  ambiente .  En ese i n s t a n t e  s e  a q r e  
96 l a  BSA n e c e s a r i a  p a r a  o b t e n e r  u n a . c o n c e n t r a c i 6 n  a e  
0 ,5  m g / m l .  
S o b r e  cada  una  de l a s  f r a c c i o n e s  a s f  o b t e n i d a s  (T; 
E ;  X ;  I )  se mid ie ron  l a s  s f g u i e n t e s  a c t i v i d a d e s  enzimd- 
t i c a s  marcadoras  m i t o c o n d r i a l e s :  
1) SDH: p a r a  membrana i n t e r n a .  
2 )  Monoamina o x i d a s a  ( M A o ) :  p a r a  membrana e x t e r n a .  
3 )  A d e n i l a t o  q u i n a s a  (Aq):  p a r a  e s p a c i o  Intermembrg 
na .  
La SDH se midi6 d e  a c u e r e o  a 1  rngtodo d e  Pennington 
y a  d e s c r i p t o  ( 1 4 8 ) .  
La MAo se midi6  d e  a c u e r d o  a 1  mdtodo d e  J o h n s t o n  
( 1 5 1 )  : 60 nmoles Be ~ e r o t o n i n a - 1 4 c  ( ~ e =  56,3 mCi/mmol) 
se i n c u b a r o n  30 min a  37QC con l a  c a n t i d a d  d e  cada  f r a c -  
c i 6 n  p r o v e n i e n t e  d e  30 mg de t e j i d o  a d r e n a l ,  en  b u f f e r  
f o s f a t o  1 0  m M  d e  pH 8.2. E l  volumen f i n a l  Be i n c u b a c i 6 n  
f u e  de 0 , 4  m l .  La r e a c c i 6 n  s e  p a r 6  con  0 , 2  m l  de HC1 2  N, 
Luego s e  e x t r a j o  e l  incubado  2 v e c e s  con  2 m l  de Aceta to  
I 1 de e t i l o  c a d a  vez .  ~l e x t r a c t 0  o r g d n i c o  se 1av6 con 0,2ml 
de HC1 0.3 N, y en 41 se mir i6  la z a ~ l a c t i v i l a d .  s i m u l t d  I
neamente se p r e p a r 6  un b l a n c o  de r e a c c i 6 n  e l  c u a l  no c o g  
t e n f a  l a  f r a c c i 6 n  e n z i m b t i c a .  
Se d e f i n e  una un idad  e n z i m s t i c a  como l a  c a n t i d a d  
de enzima q u e  t r a n s f o r m a  1000 d ~ m  d e ~ e r o t o n i n a - 1 4 c .  
La Aq se midi6  seq6n  e l  m&todo e e s c r i ? t a  ?or  
Schmaitman y Greenawal t  (1521,  e l  c u a l  c o n s i s t e  e n  s e g u i r  
espectrofotom6tricamente l a  c o n v e r s i d n  de ADP a  ATP + AMP, 
a c o p l a n e o  l a  fo rmac i6n  d e  ATP a l a  r e d u c c i d n  d e  NADP' con 
h e x o q u i n a s a  y g l u c o s a - 6 - f o s f a t o  d e s h i d r o g e n a s a .  La mezcla 
de ensayo  con tuvo :  0 ,75  M NADP,lS m M  g l u c o s a ,  10 UI 2 e  
h e x o q u i n a s a ,  0 , 4  UI c?e q l h c o s a - 6 - f o s f a t o  d e s h i d r o q e n a s a ,  
0 , 4 5  mM KCN y 5 m M  C12Mg, en  b u f f e r  q l i c i l - g l i c i n a  70 mM 
d e  pH 8. E s t a  mezcla se  p re incubd  5  min a t e m p e r a t u r a  
a m b i e n t e  y l u e q o  se  agregd  l a  f u e n t e  d e  enzima,  l leva 'ndo -
se e l  volumen f i n a l  a  2 m l  con b u f f e r ,  Inmediatamente se  
comenzd a  medir e l  aumento e n  e l  t iempo de l a  Absorbancia 
a 340 nm, c o n t r a  un b l a n c o  a 1  q u e  s d l o  l e  f a l t a b a  e l  ADP. 
Se  d e f i n e  una  un idad  e n z i m s t i c a  como l a  c a n t i d a d  
- 
de enzima que  produce  una v e l o c i d a d  d e  aumento d e  l a  Ab- 
s o r b a n c i a  d e  0.001 va/segundo.  
P a r a l e l a m e n t e  s e  m i d i d  tambign l a  a c t i v i d a d  enzims -
tics d e  fo rmac idn  de Aldo a p a r t i r  d e  B usando l a s  con- 
d i c i o n e s  o b t e n i d a s  en  l a s  exper imentos  p r e v i o s  en  c a d a  
una  de l a s  f r a c c i o n e s  T,  E ,  X ,  I a s 1  tambi&n como en l a s  
m e z c l a s  :. 
T + E ;  T + X ;  T + I ;  T ~ + E + I  
El meeia buffer usada en estas Ceterminaciones fue 
e l  Krebs R i n g e r  a d i c i o n a d o  de:  ma la to5  mM y NADP+ 0.5 m M .  
o  d e  NADPH 0 , s  m M ,  
Las de te rminac iones  se realizaron por Euplicado o 
t r i p l i c a d o ,  segdn se i n 2 i c a  en Resultac!os. 
X I 1 1  1 EXPERIMENTOS CON ACTH . 
Con e l  f i n  de e s t u d i a r  10s e f e c t o s  d e l  ACTH s o b r e  
l a  ?roc?uccibn c?e A l d o s t e r o n a ,  s e  e f e c t u a r o n  l o s  s i g u i e n -  
tes ex$er imentos ;  
a )  A 2 a r t i r  d e  18-OH-B. 
+ 0 , 8  P C i  d e  1, 2 - 3 ~ - 1 8 - ~ ~ - ~  se  i n c u b a r o n  con 100 - 
5 mg de c u a r t o s  Ce a d r e n a l e s  de r a t a ,  a  37QC, e n  2 m l  d e  
b u f f e r  de pH = 7,4  d  4 , 8 ,  d u r a n t e  90 minutos  en  a u s e n c i a  
o  p r e s e n c i a  d e  1 U I  6 l o d 4  UI de ACTH ( E L E A ) .  
Los exper imentos  se  r e a l i z a r o n  por  t r i p l i c a d o .  
F i n a l i z a d a  l a  i n c u b a c i b n ,  e l  s o b r e n a d a n t e  y l a s  g l d n  -
d u l a s  s e  t r a t a r o n  como se  i n d i c a  e n  l a  ~ e c c i d n  I V .  Luego 
s e  c u a n t i f i c 6  A l d o s t e r o n a  y se s e m i c u a n t i f i c d  18-OH-B; 
18-DAL; y MS ( m a t e r i a l  saponificable).-~arnbien a  p a r t i r  
d e  18-OH-B se  r e a l i z a r o n  i n c u b a c i o n e s  con l a s  mismas c o g  
c e n t r a c i o n e s  de ACTH, a  l o s  mismos pHs, p e r 0  v a r i a n d o  e l  
t i empo  d e  i n c u b a c i d n  d e s d e  30 minu tos  h a s t a  150 minutos  
(Curva  d e  t i e m p o ) ,  
b )  A p a r t i r  d e  18-DAL. 
0 , 8  pCi d e  18-DAL t r i t i a d a  se i n c u b a r o n  en  l a s  
mismas c o n d i c i o n e s  que  l a s  r e c i d n  d e s c r i p t a s  p a r a  18-OH-B. 
F i n a l i z a d a  l a  i n c u b a c i d n  se  d e t e r m i n 6 ,  tambien i g u a l  q u e  
I 
I 
I  a n t e s ,  18-OH-B, 18-DAL, A l d o s t e o r n a  y MS. 
Los experimentos se rea l i zaron  por t r i p l i c a d o .  
XIV) DROGAS Y SOLVENTES. 
S u s t a n c i a  
3 1,2-. H-18-OH-B 
18-OH-B 
1 8 , 2 1 - D i a c e t a t o  d e  
A l d o s t e r o n a .  . 
C l o r u r o  de m e t i l e n o .  
A c e t a t o  de e t i l o .  
Hexano . 
Acetona. 
C ic lohexano .  
Dioxano . 
E t e r  e t i l i c o .  i 
1 
Heptano . 
Tolueno.  
P rocedenc ia  y c a r a c t e r f s t i c a s  . 
The Radiochemical  C e n t e r ,  
Amersham, 52 Ci/mmol. 
New England Nuc lea r ,  57 Ci/mmol . 
New Englane  Nuclear .40 ~ i / m m o l *  
Dupont,, NEN, 56,3 m C i  
mmol 
Makor Chemicals ,  
Sigma Chemicals.  
Berna ,  p u r o ,  d e s t i l a d o  a n t e s  
d e  s u  uso .  
E c l a i r e ,  p u r o ,  d e s t i l a d o  an- 
t e s  d e  s u  u s o .  
E c l a i r e ,  p u r o ,  d e s t i l a d o  an- 
t e s  d e  s u  uso .  
E c l a i r e ,  p u r o ,  d e s t i l a d o  an- 
t e s  de s u  u s o .  
C a r l o  Erba, g r a d o  R P E ,  
C a r l o  Erba ,  g r a d o  R P E ,  d e s t i  -
l a d a  a n t e s  de s u  uso.  
M a l l i n c k r o d t ,  r e a c t i v o  ana-  
l i t i c o ,  
C a r l o  E r b a ,  g r a d o  R P *  
S i n t o r g a n ,  p u r i f i c a d o  con 
S04Fe/S04H2, a e s t i l a e o  a n t e s  
de s u  u s o ,  
S i n t o r g a n ,  p a r a  a n s l i s i s  
S i n t o r g a n ,  p u r a ,  des t i lado  
a n t e s  de s u  uso .  
Acido a c g t i c o  g l a c i a l .  
P r o p i l e n g l i c o l .  
Acido ~ u l f J r i c o .  
Acido ~ l o r h $ d r i c o .  
Acido ~ o s f b r i c o .  
Acido ~ r i c L o r o a c ~ t i c o .  
Amoniaco. 
B i c a r b o n a t o  d e  Sodio .  
B i c a r b o n a t o  d~ P 0 t a s i 0 .  
C l o r u r o  de Sodio .  
C l o r u r o  d e  P o t a s i o .  
C l o r u r o  d e  C a l c i o ,  
F o s f a t o  d i d c i d o  de Sodio .  
S u l f a t o  d e  Sod io .  
S u l f a t o  d e  Magnesio. 
Oxido c rbmico .  
S u c c i n a t o  de Sodio .  
Malato g c i d o  d e  Sodio .  
Hepes . 
T r i s  . 
Glucosa  . 
S i n t o r g a n ,  p a r a  a n & l i s i s , d g s  
t i l a d a  a n t e s  de s u  uso .  
M a l l i n c k r o d t ,  r e a c t i v o  ana- 
l l t i c o .  
Merck, p a r a  a n s l i s i s .  
M a l l i n c k r o d t  , p a r a  a n g l i s i s  . 
Merck; p a r a  a n s l i s i s  . 
Merck, p a r a  a n s l i s i s .  ' 
Merck, p a r a  a n b l i s i s :  
Sigma Chemicals .  
C a r l o  Erba ,  q r a s o  RPE. 
M a l l i n c k r o d t ,  r e a c t i v o  ana- 
I i t i c o .  
M a l l i n c k r o d t ,  r e a c t i v o  a n a l ,  
Merck, p a r a  a n b l i s i s  . 
Merck,  p a r a  a n d l i s i s  . 
Merck, p a r a  a n s l i s i s .  - 
M a l l i n c k r o d t ,  r e a c t i v o  ana-  
l i t i c o ,  - 
C a r l o  Erba ,  g r a d o  RPE. 
Riedel  de Haen Ag., p a r a  an; 
lisis . 
Merck, p a r a  a n b l i s i s .  
sigma Chemicals .  
Sigma Chemicals ,  95-100%. 
Sigma Chemicals .  
Sigma c h e m i c a l s .  
Drocefa .  
Sacarosa, 
Manitol ,  
PPO. 
D i m e t i l  -POPOP. 
BSTFA. 
ADP . 
NADH , 
NADP, 
NADPH. 
INT.  
BSA. 
H e x o k i n a s a .  
G l u c o s a - 6 - f o s f  a to -  
d e s h i d r o g e n a s a .  
ACTH . 
C a r l o  E r b a ,  grada RPE. 
RIVERO, ~ o l u c i d n  e s t6 r i l .  
P a c k a r c ? ,  gra2o c e n t e l l e o ,  
Sigma C h e m i c a l s .  
Sigma C e h m i c a l s ,  
Sigma C h e m i c a l s ,  95%. 
Sigma C h e m i c a l s ,  98%.  
Sigma C h e m i c a l s ,  98%. 
Sigma C h e m i c a l s ,  98%. 
S i g m a  C h e m i c a l s .  
Sigma C h e m i c a l s .  
Sigma C h e m i c a l s .  
S i g m a  C h e m i c a l s .  
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R E S U L T A D O S  
R E S U L T A D O S  
I) FORMAS MENOS POLARES DE LA 18-HIDROXICORTICOSTERONA- 
a )  Fue n e c e s a r i o  r e p e t i r  a lgunos  exper imentos  de Ara- 
gonds y o t r o s  ( 6 )  con e l  dob le  f i n  de o b t e n e r  l a s  formas 
menos p o l a r e s  de 18-OH-B p a r a  e s t u G i a r  e s t r u c t u r a s  post= 
r i o r e s  y  de a c l a r a r  l a  composicidn de a lgunas  f r a c c i o n e s  
no r e s u e l t a s  con a n t e r i o r i d a d  (en tendidndose  p a r  composi- 
c i d n  e l  nlimero y c a r a c t e r f s t i c a s  d e  e s p e c i e s  qulmicas a i s  
- - 
l a b l e s  1 .  
En l a s  Tablas  3 y 4 s e  muestran 10s Rf, 10s TR y 
10s p o r c e n t a j e ~  de  cada una d e  l a s  formas menos p o l a r e s  
de 18-OH-3 o b t e n i d a s  por  suspens idn  d e l  e s t e r o i d e  en  m= 
d i o  HC1 N y p o s t e r i o r  a n i l i s i s  d e  l a  suspens i6n  por 
CP y CLAP, s e g h  l a s  cond ic iones  d e t a l l a d a s  en l a  leyen- 
da.  Los Rf en GP coinciGen con 10s previamente  informados 
p a r  ~ r a g o n & s  y - c o l ,  ( 6 ) .  Como puede v e r s e  e l  r e a c t i v o  18- 
-OH-B s e  consume en un 90% y e l  product0 de r eacc idn  m a -  
y o r i t a r i o  es l a  forma menos p o l a r  d e  l a  18-OH-B,en CP, 
de RM = 4.33. E l  p o r c e n t a j e  de  e s t a  forma menos p o l a r  es 
de3 82,4%, muy cercano  a 1  ob ten ido  por  Aragones y co1 . (6 ) .  
L a s  4 formas menos p o l a r e s  r eacc iona ron  en d i s t i n t a  
forma y medida b a j a  l a s  4 cond ic iones  t r a t a d a s :  
i 
a )  Residuo seco  d u r a n t e  1 d f a .  1 
b) Residuo sece eurante 7, dias, 
C )  NH3 Gurante 1 dfa. 
6 )  N H 3  d u r a n t e  7 d i a s .  
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~ n d l i s i s  c u a l i t a t i v o  (TR) y c u a n t i t a t i v o  ( % I  d e  l a  forma M d e  
18-OH-B y de  s u s  formas  menos p o l a r e s  o b t e n i d a s  por  s u s p e n s i d n  
d e  a q u & l l a  e n  HC1, por  CLAP b a j o  6 i s t i n t a s  conc?iciones.  Los R M  
c o r r e s p o n d e n  a  l a  i d e n t i f i c a c i d n  por  c r o m a t o g r a f i a  e n  p a p e l  en  
e l  s i s t e r n a  Bush B5 ( V e r  T a b l a  3 ) .  % M y % A e q u i v a l e n t e  a % d e  
Metanol  y % d e  A c e t o n i t r i l o  r e s p e c t i v a m e n t e ,  e n  l a  f a s e  m6vi l ;  
t = t i empo  de c o r r i d a .  P a r a  d e t a l l e s  metodaldgico$ v e r  e l  t e x t o .  
E l  a n d l i s i s  d e  l a s  mues t ras  p rev iamente  l l e v a d a s  a  r e s i d u o  s e c o  
d i 6  r e s u l t a d o s  i n d i s t i n g u i b l e s  d e  4 s t o s .  
Formas rnenos p o l a r e s  
c?e 18-OH-B Conc2iciones d e  CLAP 18-OH-B 
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~ s o c r g t i c a  
En e f e c t o ,  mien t ras .  q u e  l a  forma menos p o l a r  de 
R f  = 0,75 ( R M  6.33) en  r e s i d u o  s e c o  y en  medio amoniacal  
p rodu jo  un m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  d e  R f  = 0 ,35  l a s  r e s t a n -  
tes  formas menos p o l a r e s  ( R f s  0 ,52 ;  0,63 y 0,931 r e v i r t i e  
r o n  a  18-OH-B en l a s  m i s m a s  cond ic iones .  Por o t r o  l a d o ,  
e n  t o d o s  10s c a s o s ,  a 1  aumentar  e l  t iempo d e  r e a c c i d n  au- 
mentd tambien l a  c a n t i d a d  d e  p roduc t0  formado por  r e v e r -  
s i d n .  
En l a  !Fabla 5 se  muestran 10s r e s u l t a d o s  o b t e n i d o s ,  
En e l l a  se puede v e r  que e l  t r a t a m i e n t o  con N H 3  f u e  s i empre  
mds e f i c i e n t e  que  e l  r e s i d u o  s e c o ,  ~1 c a s o  m A s  s i g n i f i c a -  - 
t i v o  f u e  e l  d e l  m a t e r i a l  d e  R f  0.52 que no v a r i d  en  res i -  
duo s e c o  p e r o  que r e v i r t i d  en  un 79 % cuando se l o  t r a t d  
con  NH3. 
b )  Los e s t u d i o s  e s t r u c t u r a l e s .  
La su spens idn  d e  18-OH-B en  H C 1  l o o 2  N produce una 
mezcla d e  5  f r a c c i o n e s  r a d i a c t i v a s  e n t r e  l a s  que  predomL 
na l a  d e  RM 4.33 (80%)  (Tab la  3 ) .  Cuando e l  medio es ac& 
d i f i c a d o  por  burbu jeo  d e  C lo ru ro  d e  h id rdgeno ,  e l  98% d e  
l a  mezcla es t rans formado  en  d i c h a  forma menos p o l a r .  
La e s t r u c t u r a  eel R M  4.33 f u e  de te rminada  por  RMN 
13c y de 'H, y s u  i d e n t i d a d  con  18-DAL f u e  conf i rma-  
d a  p a r  Pomparacidn con este compuesto ob t en ido  por h i d r d  -
I 
l is is  d c i d a  d e l  21-Acetato d e  18-DAL. Los d a t o s  de RMN 
d e  10s compuestos e s t u d i a d o s  e s t d n  d e s c r i p t o s  en  l a s  Ta- 
T A B L A  5  
~ n d l i s i s  C u a l i  (Rf) y C u a n t i t a t i v o  ( % )  d e  10s produc tos  o b t e n i d o s  a1  t r a t a r  cada  una 
- - - - - . . - - - - -  - . .  I - - \  . - r  - 3  f- n n~ bs 2 -  
b 
Forma menos p o l a r  
de 18-OH-B (initial) 
be las formas menos p o l a r e s  ae 18-OH-B en Keszauo s e c o  ( ~ s l  y e n  s o ~ u c z o n  u , u ~ =  N u a  
N H J  ( N U 3 ) .  E l  R f  0 .12  co r r e sponde  a  l a  forma M d e  l a  18-OH-8. E l  produc t0  d e  R f  0 , 3 5  
no pudo a s i g n a r s e  a  n ingdn compuesto d e s c r i p t o ,  sab i4ndose  so lamente  que  no cor respof i  
R f s  y ( % )  d e  10s Produc los  ob t en idos  luego  d e l  t r a t a rn i en to  
d e  cada  forma menos p o l a r  d e  18-OH-B en:  
> 
- .  
d e  a  Aldosterona  ( R f  0 , 3 1 ) .  E l  s i s t e m a  c roma tog rd f i co  usado f u e  c ro rna togra f fa  en pape l  
RS efa  
e n  e l  s i s t e m a  Bush B5 ( 7 3 ) .  
RS 7  d f a s  N H 3  1 d f a  NHJ 7  d i a s  
R f  0 , 5 2  0 , 5 2  ( 1 0 0 )  
(RM 4 ,331  
R f  Oi63- 
(RM 5 ,261  
0 , 5 2  ( 1 0 0 )  
0 , 6 3  ( 9 8 )  
0 , 1 2  (2) 
0 , 6 3  ( 8 9 )  
0 ,12  (11) 
0 , 1 2  (721  
CI  
0 , 6 3  ( 6 1 )  
0 , 1 2  ( 3 9 )  
0 , 7 5  ( 9 8 )  
0 , 3 5  ( 2 )  
0 , 9 3  ( 1 5 )  
0 , 1 2  ( 8 5 )  
L 
R f  0 , 7 5  
(RM 6 , 3 3 )  
. 
R f  0 , 9 3  
(RM 7 .18 )  
0 , 7 5  ( 7 9 )  0 , 7 5  ( 5 0 )  
0 , 1 2  ( 7 9 )  
0 , 6 3  ( 4 5 )  
0 , 1 2  ( 5 5 )  
- 
0 , 7 5  ( 9 9 )  
0 , 3 5  (1) 
0 , 9 3  ( 2 7 )  
0 , 1 2  ( 7 3 )  
1 
0,351 (21) 
0 , 1 2  ( 1 0 0 )  
0 , 3 5  ( 5 0 )  
0 ,12  ( 1 0 0 )  
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Datos e spec tra le s  de 13c-FXM~. 
c ,  Pequefias d i f e r e n c i a s  observadas con respecto 
a1 espectro de 1 8 - D A L  deben s e r  adjudicadas 
a l a  presencia de HC1 d i s u e l t o ,  
Los va lores  entre par6ntesis  o corchetes  pueden - 
s e r  intercambiados . 
T A B L A  6 
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4,43 ( b t ,  J= 3  Hz) 
4.27 (8, J= 1 0  Hz) 
3,80 ( d ,  J= 1 0  Hz) 3,36 ( d ,  J= 9 Hz) 
3,82 ( d d ,  J= 1 0  Hz, J= 1 2  Hz) 
3 ,65  ( d d ,  J= 1 0  Hz, J= 1 2  Hz) 
Datos  d e  'H-RMN a 300 MHz; 
b s :  seiial ancha;  b t :  t r i p l e t e  ancho;  
d: d o b l e t e ;  d6: d o b l e  d o b l e t e ;  s: s i n g u l e t e ;  
bd: d o b l e t e  ancho. 
LOS v a l o r e s  e s t d n  r e f e r i d o s  a  TMS. S o l v e n t e :  CDCL3. 
E l  R M  4.33 f u e  p r e p a r a d o  " i n  s i t u w  p o r  b u r b u j e o  de 
v a p o r e s  d e  c l o r u r o  d e  h i d r d g e n o  p o r  unos  pocos sequndos ,  
a  t r a v & s  d e  l a  s o l u c i d n  d e  18-OH-B e n  d e ~ t e r o c l o r o f o r m o ;  
l a  s o l u c i 6 n  r e s u l t a n t e  se u t i l i z d  d i r e c t a m e n t e  p a r a  e l  
a n d l i s i s  por  RMN, A 1  r e e m p l a z a r  10s v a p o r e s  d e  HC1 p o r  
10s de DC1, l a  c o n v e r s i d n  a 1  RM 4.33 f u e  mucho menor- La 
p r e s e n c i a  de l l n e a s  d e  r e s o n a n c i a  de b a j a  i n t e n s i d a d  a- 
p a r t e  de a q u 4 l l a s  l i s t a d a s  e n  l a  T a b l a  7 i n d i c d  e n  l a  SUE 
p e n s i 6 n  de 18-OH-B e n  HC1 l a  p r e s e n c i a  d e  uno o mss compues -
t o s  menores q u e  acompafian a 1  p r i n c i p a l  componente RM 4.33. 
Luego de f i n a l i z a d o s  10s a n d l i s i s  p a r  RMN l a  s o l u c i d n  e n  
dgReroc lo ro fo rmo se l l e v d  a  sequedad ,  b a j o  v a c f o ,  y  e l  m a  
-
t e r i a l  s 6 l i d o  o b t e n i d o  se c r o m a t o g r a f i d  e n  p a p e l  e n  e l  
sistema ~ u s h  B ~ .  O t r a  p a r t e  del  m a t e r i a l  se c r o m a t o g r a f i d  
p o r  CLAP con  Metanol:  Agua ( 7 0  : 3 0 )  como f a s e  mdvi l  i s o -  
c r d t i c a  o  c o n  g r a d i e n t e  d e  e l u c i d n  l i n e a l  y  e x p o n e n c i a l  
- 
d e  A c e t o n i t r i l o - A q u a .  
P a r a l e l a m e n t e  a  ambas c r o m a t o g r a f i a ~  se pxoces6  una 
s u s p e n s i d n  ( s o l u c i b n  1 de 18-OH-B t r i t i a d a  en H C l .  Los 
cromatogramas  o b t e n i d o s  r e v e l a r o n  e n  t o d o s  10s c a s o s  i d e n  
-
t i d a d  e n t r e  e l  m a t e r i a l  a n a l i z a d o  p o r  RMN y l a s  formas  
menos p o l a r e s  d e  18-OH-B. 
Se c o n c l u y e  a s f  q u e  a 1  t r a t a r  18-OH-B con H C l  se 
o b t i e n e  80% de RM 4.33 y  q u e  e s t a  f r a c c i d n  r a d i a c t i v a  es 
i d e n t i c a  a  18-Desox ia ldos te rona .  Por o t r o  l a d o  18-DAL r= 
d i o i n e r t e  se c r o m a t o g r a f i d  p a r a l e l a m e n t e  a  10s m a t e r i a -  
l es  r a d i a c t i v o s  a n t e r i o r e s ,  e v i d e n c i d n d o s e  nuevamente 
c o i n c i d e n c i a  entre l a s  f r a c c i o n e s  r a 2 i a c t i v a s  y l a  radio- 
f n e r t e  r e v e l a d a  ?or  UV. 
11) FORMA MENOS POLAR DE LA ALDOSTERONA. 
a )  Produccidn e  1 r r e v e r s i b i l i d a 2 .  
A 1  e s t u d i a r  l a s  t r a n s f o r m a c i o n e s  a Aldo en rnedio 
d c i d o  hay que  p r e g u n t a r s e  s i ,  a semejanza de l o  que  ocu- 
rre con  l a  18-OH-£3, e l  m i n e r a l o c o r t i c o i d e  no po2r fa ,  63. 
tambibn,  c o n v e r t i r s e  pa r c i a lmen te  a farmas menos p o l a r e s .  
En casa a f i r m a t i v o  10s r end imi sn to s  d e  Aldo t e n d r f a n  que  
e x p r e s a r s e  e n t a n c e s  como suma d e  Aldo comunmente a i s l a d a  
mbs s u s  formas menos p o l a r e s  p roduc idas  en  meeio 5c ido .  
A 1  suspende r  Aldosterona en medio H C 1  los2 N se pu- 
do  a i s l a r  un compuesto d e  muy baja p o l a r i d a d  ( R f  0,921 
en e l  s i s t e m a  Bush B5 (73). 
En l a  TAbla 8  f i g u r a n  l a s  c a r a c t e r f s t i c a s  cromato- 
g r s f i c a s  d e  l a  FMPA en d i s t i n t o s  s i s t e m a s :  s o b r e  pape l  
con d i s t i n t a s  f a s e s  m6vi les ;  sabre p l a c a s  de lgadas  d e  a 1  -
t a  r e s o l u c i 6 n  ( H P T L C )  d e  f a s e  r e v e r s a  (RP-18) y d e  s f l i -  
- 
c a  g e l ;  y por  CLAP en  f a s e  r e v e r s a .  E l  t r a t a m i e n t o  d e  e s -  
t a  FMPA con ~ n h i d r i d o  ~ c g t i c o  + P i r i d i n a  (1 : 1) d u r a n t e  
20 h s  a  28QC, d i d  l u g a r  a  un compuesto que ,  ana l i z ado  po r  
CP en  e l  s i s t e m a  Cy D i  I (1281,  r e s u l t 6  c r o m a t o g r a f i a r  
con e l  f r e n t e  (Tab l a  8 ) .  
Como s e  v e r s  mbs a d e l a n t e  ( V e r  tambi4n M a t e r i a l e s  
y ~ 4 t o d o s )  l a  FMPA pudo ser tambi6n a i s l a d a  a  p a r t i r  d e  
10s incubaeas f!e adrenales d c  rata con 1 , 2 - 5 ~ - 1 8 - ~ ~ - ~ .  
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R f  en 
R f  en c r o m a t o g r a f f a  R f  en TLC Re-18 
e n  p a p e l  d e  s i l i c a  g e l  HPTLC 
Hexano- Benceno- Metanol- Volumen d e  
Compuesto Bush B5 CyDi I Bush A a c e t o n a  Ace ta to  B e  Agua ~ e t e n c i d n  e n  
( 5 : 4 )  e t i l o  ( 2 : l )  (7:3) CLAP a n a l f t i c a  
113 
Aldo 
FMPA 
FMPA 
a c e t i l a d a  
Comportarniento c r o m a t o g r d f i c o  de Aldo, s u  Eorma menos p o l a r  ( F M P A ) ,  y demds compuestos 
q u a  co-c romatogra f fan  e n  e l  Bush B5 (Ver e l  t e x t o ) .  
* R M  7.18 = forma menos p o a l r  de 18-OH-B. 
s e r i a  
L a  i d e n t i d a d  e n t r e  e l  compuesto aislacZo d e  l a s  i n c u b a c i o  
-
n e s  y e l  o t r o  p r e p a r a d o  coma se i n d i c d  mss a r r i b a ,  s e  es- 
t a b l e c i d  p a r  s u s  p r o p i e d a d e s  croamtogrz$f icas  e n  l o s  m i s -  
rnos s i s t e m a s  y p o r  r e c r i s t a l i z a c i d n  hasta a c t i v i d a d  espe 
- 
c f f i c a  c o n s t a n t e  e n  d t e r  e t f l i c o - h e p t a n o  ( T a b l a  9). 
La forrna menos p o l a r  ee l a  A l d o s t e r o n a  r e s u l t 6  i r r e  
- 
v e r s i b l e  p a r  mantenimiento  e n  r e s i d u a  s e c o  y por  t r a t a m i e n  
- 
t o  con NH3 0.013 N ,  a  10s d o s  t i empos  u t i l i z a d o s  1 y 7 
d f a s  ( o  sea e n  c o n d i c i o n e s  e n  q u e  l a s  formas  r e v e r s i b l e s  
de 18-OH-B demues t ran  s u  p r o p i e d a d  d e  t a l e s ) .  
b) ~ r o d u c c i d n  de l a  forma rnenos p o l a r  de l a  A l d o s t e r o -  
na a  p a r t i r  d e  d i s t i n t a s  c a n t i d a d e s  d e l  e s t e r o i d e .  
A 1  d i s o l v e r  d i s t i n t a s  c a n t i d a d e s  i n i c i a l e s  d e  A l -  
d o s t e r o n a - l * ~  e n  H C l  l o m 2  N s a  o b t u v i e r o n  d i s t i n t o s  por-  
c e n t a j e s  d e  l a  FMPA. E s t o  i n d i c d  que  no se e s t a b a  e n  p re -  
s e n c i a  de una r e a c c i 6 n  e n t r e  un d n i c o  r e a c t i v o  y  u n  Gnico 
p r o d u c t o  e n  l a  r e l a c i d n  1 a  1, ya q u e  e n  es te  c a s o ,  s e g j n  
l a  l e y  d e  a c c i d n  de masas, e l  p o r c i e n t o  de p r o d u c t o  d e b e  
s e r  c o n s t a n t e ,  o  s e a ,  i n d e p e n d i e n t e  de l a  c o n c e n t r a c i d n  
i n i c i a l  d e  r e a c t i v o .  En e f e c t o ,  s i  l a  r e a c c i d n  f u e s e :  
Aldo FMPA 
(FMPA) 
Keq = 
( Ale0 ) 
Nota: no se  c o n s i d e r a n  
(H 01 y ( H ~ o + )  ya q u e  s u s  2  
c o n c e n t r a c i o n e s  s o n  i n f i -  
n i t a rnen te  mayores q u e  l as  
de 10s e s t e r o i d e s .  
Uamando "cl' a l a  c o n c e n t r a c i d n  i n i c i a l  d e  Aldo y 
- ..-, 
T A B L A  9 
A c t i v i d a d e s  e s p e c f f i c a  o b t e n i d a s  l u e g o  2 e  l a s  s u c e s i  -
v a s  r e c r i s t a l i z a c i o n e s  e n  J ter  e t f l i c o - h e p t a n o ,  d e  
l a  mezcla  d e  l a  FMPA r a d i o i n e r t e  p r e p a r a d a  con  Aldo 
y H C l  y e l  m a t e r i a l  r a d i a c t i v o  d e  Rf 0 , 9 3  i n a l t e r a b l e  
c o n  N H 3  y KHC03,aislado d e  l a s  i n c u b a c i o n e s .  
Pasos  d e  ~ e c r i s t a l i z a c i 6 n  A c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  
(dpm/ug 1 
Pr imero  
Segundo 
206,3  
1 7 9 , 5  
T e r c e r o  1 6 1 , 6  
C u a r t o  1 6 6 , 5  
"xn a l a  c o n c e n t r a c i d n  de l a  FMPA e n  e l  e q u i l i b r i o ,  s e r f a :  
% FMPA 
X 
- 
k eq 
= c o n s t a n t e .  
c Keq + 1 
A 1  g r a f i c a r  " (Aldo  remanen te )  v s  (FMPA p r o d u c i d a ) "  
no se obtuvo  una l f n e a  r e c t a ,  
En cambio a1 g r a f i c a r  " (Aldo remanen te I2  v s  (FMPA 
p r o d u c i d a ) "  ( F i q u r a  2 5 )  se obtuvo  una  l f n e a  r e c t a .  
E s t e  r e s u l t a d o  i n d i c a r f a  q u e  l a  r e a c c i d n  o c u r r e  en- 
t r e  2 mol6cu las  d e  Aldo p a r a  d a r  una molecu la  d e  s u  forma 
menos p o l a r ,  o  sea,  q u e  e s t a  G l t i m a  s e r f a  un  dimero de l a  
Aldo. D e ' t o d a s  maneras e s t a  o b s e r v a c i d n  n e c e s i t a b a  una c o n  -
f i r m a c i d n  p a r  o t r o s  mdtodos a n a l f t i c a s  de mayor p r e c i s i d n  
q u e  p o s i b i l i t a r f a n :  1) o  b i e n  l a  d e t e r m i n a c i d n  de l a s  re- 
l a c i o n e s  e n t r e  A l d o s t e r o n a  y  s u  forma menos p o l a r  e n  l a  
p o s i c l d n  de e q u i l i b r i o  s i n  a f e c t a r  a  Bste ( i n c o n v e n i e n t e  
- 
i n h e r e n t e  a  l a  c u a n t i f i c a c i d n  p o s t e r i o r  a l a  s e p a r a c i d n  
c r o m a t o g r d f i c a ) ;  2) o  b i e n  l a  d e t e r m i n a c i d n  de l a  e s t r u c -  
t u r a  de l a  forma menos p o l a r  d e  A l d o s t e r o n a .  
C )  ~ e t e r m i n a c i d n  de l a  e s t r u c t u r a  de l a  forma menos 
p o l a r  de l a  Aldos te rona .  
C ) RMN: 1 -
Para l a  d e t e r m i n a c i d n  de l a  e s t r u c t u r a  de l q  f o r -  
ma menos p o l a r  de l a  Aldos te rona  se d i s o l v i d  ~ 1 ~ o s t e J o n a  
r a d i o i n e r t e  e n  hexadeuterometilsulf6xido burbu jedndose  
l u e g o  v a p o r e s  de c l o r u r o  d e  h id rdgeno  a t r a v d s  de l a  so-  
X= FMPA p r o d u c i d a  e n  nmoles ,  Y= Aldo remanente  e n  nmolez 
F i g u r a  25: ~ r d f i c o  y2 vs X p a r a  l a  p r o d u c c i d n  Be l a  FMPA a 1  
s u s p e n a e r  ~ l d o - ~ * ~  e n  H C 1  1 0 - ' ~ .  FMPA y Aldo 
f u e r o n  s e p a r a d o s  por  c r o m a t o g r a f f a  en  p a p e l  e n  e l  
s i s t e r n a  Bush B5 ( 7 3 )  . P a r a  m i s  d e t a l l e s  v e r  e l  t e x t 0  
l u c i b n .  E l  a n i l i s i s  d i r e c t o  p o r  RMN de 13c i n d i c d  una rs -
p i d a  i n t e r c o n v e r s i d n  e n t r e  a l g u n a s  fo rmas ,  q u e  p r e s e n t a -  
ban s e i i a l e s  muy anchas  p a r a  10s c a r b o n o s  9 ,  11, 1 4 ,  15 .16,  
18, 2 0  y 21, y s e i i a l e s  s i m p l e s  p a r a  10s c a r b a n o s  4 ,  5 ,  7 ,  
8 y 17.  La forma menos p o l a r  de l a  A l d o s t e r o n a  se a i s l d  
p o r  d i l u c i b n  c o n  H20 y p o s t e r i o r  e x t r a c c i d n  con  c l o r u r o  
d e  m e t i l e n o ,  s e g u i d a  d e  p u r i f i c a c i d n  p a r  CLAP p r e p a r a t i v a  
d e  f a s e  r e v e r s a ( V e r  S e c c i d n  111 de M a t e r i a l e s  y M B ~ o ~ o s ) .  
E l  m a t e r i a l  o b t e n i d o  se a n a l i z d  p o r  RMN de 13c, e n  e l  m i s  -
mo s o l v e n t e  a n t e r i o r .  
Sobre  10s d a t o s  o b t e n i d o s  e n  10s a n d l i s i s  p a r  RMN, 
se  propuso  una e s t r u c t u r a  d i m 6 r i c a  p a r a  l a  forma menos 
p o l a r  d e  A l d o s t e r o n a  (Compuesto I e n  l a  F i g u r a  26) e n  ba- 
se a  l a s  s i g u i e n t e s  e v i d e n c i a s  e s p e c t r o s c b p i c a s :  
10s e s p e c t r o s  d e  RMN d e  13-C d e  A l d o s t e r o n a  en  C13CD 
y e n  DMSO d6 ( T a b l a  10) s o n  indicatives de l a  p r e s e n c i a  
d e  2  formas  i s o m e r i c a s  I1 y 111 ( F i g u r a  261, probablemente  
e n  e q u i l i b r i o ,  coma f u e  p r o p u e s t o  p o r  Genard ( 2 0 ) .  Por 
o t r o  l a d o  D e  V r i e s  y D e  Youg han informado l a  s e p a r a c i b n  
de l a s  formas  I1 y I11 p o r  CLAP y l a  c o n v e r s i d n  p a r c i a l ,  
p o s i b l e m e n t e  r e v e r s i b l e ,  de I1 e n  111, e n  p r e s e n c i a  d e  
NaOH 0.067 N e n  e t a n o l  a1 85% ( 7 7 ) .  
N u e s t r o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a n  q u e  l a  Aldos te rona  u s 2  
da e n  n u e s t r o s  exper imentos  debe ser una mezcla de e s t a s  
d o s  formas  i s o m 4 r i c a s  e n  l a  p r o p o r c i d n  1 a  1. Los d a t o s  
d e  RMN d e  13-C p a r a  l a  forma menos p o l a r  d e  l a  Aldos te rona  
(Tabla 11) s o n  s i m i l a r e s  a  l a s  de l a  forma 111, aunque pr= 

T A B L A  1 0 .  
Carbono Aldo I1 
Espectro de R M N - ~ ~ C  de  Aldosterana en DMSO. Los corri- 
mientos qufmicos e s tdn  r e f e r i d o s  a TMS. 
T A B L A  11 
Carbono FMPA 
(Aldo I) 
I 
Espectro d e  R M N - ~ ~ C  a 25.2 MHz de la FMPA (forma I d e  
Aldo en  l a  Figura 26). Solvente :  CDC13. Los corrimien- 
t o s  qufmicos estdn referidos a TMS. Las valores entre 
p a r g n t e s i s  pueden intercambiarse .  
s e n t a n  di ferenc ias  s i g n f f i c a t i v a s  p a r a  l o s  ca rbonos  7 ,  9 ,  
1 0 ,  11, 12, 14 ,  25 y 13.   AS^ cf Carbono 18  fC-181 es ace- 
t&Lica y e l  C-20 es h e r n i c e t d l i c o  como e n  III (Figwra 261, 
For  o t r a  lac20 el espccrro f e  RMM de 'H C e  l a  forma mencs 
p o l a r  c?e A l 2 a s t e r o n a  (Tabla 121 ptesenta  un c u a r t e t a  A% 
p a r a  el g r u p o  21-hidrox%mctfleno,  e l  cug l  s51o es c o n s i s  -
t e n t e  c o n  un C-25 h e m i c e t d l i c o .  E l  ancho s i n g u l e t e  a  
5 , 2 1  ppm y e l  ancho d o b l e t e  a  4 , 8 1  ppm cor respon2en  a 10s 
h i d r d g e n o s  i!e l a s  p o s i c i o n e s  1 8  y 11 (H-18 y H - 1 1 )  r e s p e c  
- 
t i v a m e n t e .  Consideran20 l a  s i m e t r f a  d e  l a s  2  moldcuias  de 
A l d o s t e r o n a  e n  e l  dfmero (Compuesto I, F i g u r a  261 puede a  
- 
s u m i r s e  q u e  10s carbonos  y p r o t o n e s  s i m & t r i c o s  s o n  e q u i v a  
-
l e n t e s  dando r e s o n a n c i a s  a  l a  misma f r e c u e n c i a -  
E l  e s p e c t r o  de masa d e  l a  forma menos p o l a r  de 
l a  A l d o s t e r o n a  s i n  S e r i v a t i z a r  no most rd  e l  i b n  m o l e c u l a r .  
E l  i 6 n  mbs pesado  que  s e  observd f u e  e l  c o r r e s p o n d i e n t e  
m 
a -  284. E s t e  i b n  puede s e r  adjur2icado a  l a  r u p t u r a  a  
z 
t r a v C s  d e  l a s  u n i o n e s  C-18-0 y C-17-C-20 LC19H2402). 
m 
~ a m b i 6 n  se observ6  un i b n  c o r r e s p o n d i e n t e  a  
- 
256 (c18 
z 
H 2 4 0  p r o v e n i e n t e  d e  284-CO). 
E l  e s p e c t r o  d e  masa o b t e n i d o  p a r a  l a  forma menos 
p o l a r  de l a  Aldos tehona l u e g o  d e  ser  s i l i l a d a  con BSTFA 
(77) ests representado en l a  F i g u r a  27. Aunque $1 i b n  tug 
l e c u l a r  no se o b s e r v a  tampoco e n  este c a s o ,  10s fragmen- 
t o s  a m/e 756/757 y 511/513 conf i rman  l a  e s t r u c t u r a  Sim& 
- 
T A B L A  1 2  
Carbono 
FMPA 
(Ale0 I) 
E s p e c t r o  Be 'H-RMN a 100  MHz d e  l a  FMPA (forma I 
de Aldo en  l a  Figura  2 6 ) .  S o l v e n t e :  CDC13.  Los 
c o r r i m i e n t o s  qu imicos  e s t d n  r e f e r i d o s  a TMS. 
bs= s e f i a l  ancha; bd= d o b l e t e  ancho; 
s= s i n g u l e t e ;  d= d o b l e t e .  


rSca  de l  compuesto. E l  o r i g e n  p ropues to  p a r a  e s t o s  i o n e s ,  
jun to  con  e l  c2e o t r o s  f ragmentos  r e l e v a n t e s  obse rvados , s e  
i n d i c a  e n  l a  Figu ra  28. 
E l  hecho que e l  media Acid0 c a t a l i c e  l a  formaci6n 
de l  dfmero ( I )  puede ser e x p l i c a d o  cons iderando  que:  
1s) Si I11 es formado a p a r t i r  d e  I1 e n  cond ic iones  
b s s i c a s .  ( 7 7 1 ,  aqu6l  debe ser r e v e r t i d o  por  dcido.  
2s) Dos mol6culas de I1 deben exper imenta r  una r e a s  
c i d n  c a t a l i z a d a  por dc ido  p a r a  E a r  I ( F i g u r a  k 6 ) .  
La b a j a  p o l a r i d a d  d e  l a  e s t r u c t u r a  d imdr i ca  ~ , ~ u e d e  
ser e x p l i c a d a  .considerando que  s u s  4 o x h i d r i l o s  e s t d n  
" t apadosn  o  "escondidos"  d e n t r o  de l a  e s t r u c t u r a  l i p o f f l i -  
c a  formada p o r  10s nGcleos e s t e r o i d a l e s ,  
111) CAPACIDAD PRECURSORA PARA ALDOSTERONA DE 18-OH-B 
(FORMA M I  Y DE MAC. 
Se e s t u d i d  l a  c a p a c i d a d  precursors p a r a  Aldo de l a  
forma M d e  18-OH-B y  de s u  s u s p e n s i d n  e n  medio H C l  l o o 2  N 
(MAC),  b a j o  d i f e r e n t e s  v a r i a b l e s  ( V e r  M a t e r i a l e s  y  M6todos, 
S e c c i o n e s  V-A y  V-B).  MAC, como y a  f u e  i n d i c a d o  es una 
mezcla de c u a t r o  f r a c c i o n e s , e l  80% de l a  c u a l  c o r r e s p o n d e  
a  1 8 - D e s o x i a l ~ o s t e r o n a  ( T a b l a  3 ) .  I 
1 
En e s t o s  exper imentos  l a  ~ 1 d o s C e r o n a  t r i t i a d a  pro-  
d u c i d a  es e x p r e s a d a  como l a  suma de l a  forma u s u a l m e n t e  
a i s l a d a  mds s u  dfmero menos p o l a r  formado e s p o n t h e a  y  
r e v e r s i b l e m e n t e  l u e g o  de mantener  a 1  e s t e r o i d e  e n  medio 
d c i d o ,  o  como un m e t a b o l i t o  de l a  A l d o s t e r o n a ,  e n  l a s  i~ 
c u b a c i o n e s .  
E l  a n d l i s i s  de l  incubado p o r . c r o m a t o g r a f f a  e n  p a p e l  
e n  e l  s i s t e m a  Bush B5 p e r m i t e  r e v e l a r  seis  zonas  r a d i a c -  
t i v a s  a  p a r t i r  de l a s  c u a l e s  se c u a n t i f i c a n  o  s e m i c u a n t i -  
f i c a n  d i s t i n t o s  compuestos y f r a c c i o n e s  ( F i g u r a  2 9 ) .  
En l a  T a b l a  1 3  se muest ran  10s p o r c e n t a j e s  de Aldog 
t e r o n a  p r o d u c i d a  b a j o  l a s  d i s t i n t a s  c o n d i c i o n e s  de i n c u -  
b a c i d n ,  e x c e p t 0  l a s  c o r r e s p n n d i e n t e s  a  10s e x p e r i m e n t o s  
con P r e i n c u b a c i d n  de l a s  g l d n d u l a s .  
Una o b s e r v a c i d n  de l a  Tabla  1 3  e x c l u y e  a1 pH 7,4  
coma un pH c o n v e n i e n t e  p a r a  l a  fo rmac idn  de Aldo. A este 
pH, las cantidades de Aldo son en c a ~ i  todos lo6  casos 
m i s  b a j a s  q u e  a q u e l l a s  c o r r e s p o n d i e n t e s  a pHs menores ( 4 , 8  
I n c u b a d o  
Rfs: 0.12 0 , 3 1  
1 I 1 1 1 lNH3 
18-OH-B Aldo-I  R M  4 , 3 3  R M  5 , 2 6  R M  6.33  
1 HC03K 
A c  
5 
OX 
i- "" "'" 
1- MS 
FMPA 
1 
Aldo 
F i g u r a  29:: Esquerna d e l  a n d l i s i s  d e  10s i n c u b a d o s  p o r  CP e n  .el 
s i s t e r n a  Bush B 5 ( 7 3 ) .  E I =  e x t r a c t 0  i n i c i a l  d e l  i n c u  -
b a d o  e n  C1 CH ; Aldo-I= Aldo i m p u r a ;  A c =  ~ c e t i l a c i d n ;  2 2 
O X =  o x i c a c i d n ;  R M  4.33;  R M  5.26;  R M  6.33 y R M  7.18= 
for rnas  rnenos p o l a r e s  d e  18-OH-B; M S =  m a t e r i a l  s apo -  
n i f i c a b l e ;  FMPA= fo rma  menos p o l a r  ee A l e o s t e r o n a .  
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w o  
H 
1 4 . 9 2 f 1 . 4 3  
MAC 
e m 2  5 . 8 8 2 1 . 5 2  
m MAC 
4 2  5 . 2 1 f 1 . 0 7  
0 1 1.68 2 0 . 2 3  
V1 MAC 
a: m 2  2.88 2 0.27 
Z 
4 
0 
u 1 9 . 9 0 2  0 ,67  
d MAC 
m 2  8 . 1 2 2 1 . 0 2  
4 
Porcentajes de cenversidn a Aldorterana bajo E i s t i n t a ~  conCici0nes. 
Los v a l o r e s  se i n f o r m a n  como p romes io  de t r i ? l i c a < o s  - E r r o r - e s t a n -  
Za r2 .  Para  e l  t r a t a m i e n t o  e s t a d i s t i c o  6" l o s  2 a t o s  v e r  e l  t e x t o .  
y  3 , 3 )  ( ~ i n e a s  h o r i z o n t a l e s  A a  F e I a  P). Solamente  
d o s  l i n e a s ,  G y H ,  exh iben  c a n t i d a d e s  de Aldo a l g o  mayo- 
res a pH 7 , 4 ,  p e r 0  e s t a s  c a n t i d a d e s  e s t d n  l e j o s  d e  ser 
l a s  bpt imas .  
P a r a  10s d o s  n i v e l e s  d e  pH mss d c i d o s  se o b s e r v a n  
como mejores  c o n d i c i o n e s  l a s  d o s  s u b r a y a d a s  e n  l a  T a b l a  
1 3 ,  o  s e a  l i n e a  D de l  pH 4 , 8  y  l i n e a  N del  pH 3,3. 
Veamos a h o r a  e l  r e s u l t a d o  de a n d l i s i s  e s t a d f s t i c o s .  
I 
I S i  a  p a r t i r  d e  un p r i m e r  ANOVA d e  5 f a c t o r e s  s e  h a  -
ce un a n d l i s i s  e x p l o r a t o r i o  d e  10s d a t o s  t e n i e n d o  e n  cuen  -
t a  s o b r e  t o d o ,  l a s  i n t e r a c c i o n e s  s i g n i f i c a t i v a s ,  se  l l e g a  
a  l as  s i g u i e n t e s  c o n c l u s i o n e s :  
a )  Considerando e l  f a c t o r  pH e n  s u s  3  n i v e l e s ,  este 
f a c t o r  p r e s e n t a  d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a t i v a s  ( p  < 0.01) q u e  
d e j a n  de s e r l o  cuando se e l i m i n a  d e l  a n d l i s i s  e l  n i v e l  
pH 7.4. 
b )  E l  f a c t o r  t iempo es s i g n i f i c a t i v o  e n  ambos c a s o s  
de pH, t e n i e n d o  v a l o r e s  mbs a l t o s  p a r a  e l  t i empo  2 h s .  
Una ANOVA d e  4 f a c t o r e s ,  con pH, a  2 n i v e l e s ,  o  sea 
vJestado d e l  precursor-conversi6n-precursor-p~ a  2 n i v e l e s "  
p a r a  10s d a t o s  d e l  t iempo 2 h s .  demues t ra  q u e  l a s  i n t e r a c -  
c i o n e s  e n t r e  e s t o s  4 f a c t o r e s  s o n  s i g n i f i c a t i v a s .  Luego, 
mediante  I n t e r v a l o s  d e  Conf ianza  p a r a  l a  d i f e r e n c i a  c?e m e -  
d i a s  d e l  95%. se deduce  que  no hay d i f e r e n c i a s  s i g n i f i c a -  
t i vas  entre e l  v a l o r  de l a  linea D-pH 4.8 con el de l a  1s- 
nea N-pH 3.3. Por c o n s i g u i e n t e  e s t o s  v a l o r e s  s o n  10s 6 p t i -  
mos. 
Una t e r c e r a  c o n d i c i b n ,  i n c u b a c i d n  d e  M a pH 3 , 3 ( 1 i -  
nea B-pH 3 , 3 )  e x h i b e  i g u a l m e n t e  un v a l o r  a l t o  p a r a  l a  p r o  
d u c c i d n  d e  Aldo, p e r 0  s u  a l t a  v a r i a c i d n  ( e r r o r  e s t a n d a r d ) ,  
d e b i d a  a  q u e  10s v a l o r e s  d e  10s t r i p l i c a d o s  s o n  muy d i s -  
p e r s o s o  conforma un i n t e r v a l 0  que  comprende a t o d o s  10s 
o t r o s  i n t e r v a l o s .  
En l a  T a b l a  1 3  no se muest ran  l a s  c o n v e r s i o n e s  ob- 
t e n i d a s  con  p r e c u r s o r e s  e n c e r r a d o s  e n  l i p o s o m a s  d e  g r a s a  
subcu tdnea  ( l i p o s o m a s  b l a n c o )  ya  q u e  e l l a s  f u e r o n  c o n s i s  -
t e n t e m e n t e  i n s i g n i f i c a n t e s .  
D e  t o d a s  l a s  c o n d i c i o n e s  d p t i m a s  p a r a  l a  p r o d u c c i 6 n  
d e  Aldo, la de l a  " l f n e a  D-pH 4 , 8 "  ( T a b l a  1 3 )  es l a  de ma- 
y o r  i n t e r &  bioqufmico.  Las r a z o n e s  p a r a  e s t o  s o n  v a r i a s ,  
En p r i m e r  l u g a r  porque  a l g u n a s  o r g a n e l a s  d e  l a  c g l u l a  v i -  
va ,  t a l e s  como l i s o s o m a s  ( 1 5 3 )  ( 1 5 4 )  y recep tosomas  ( 1 5 5 )  
( 1 5 6 ) ,  poseen  aproximadamente e l  mismo pH, En segundo l u -  
g a r  porque ,  de a c u e r d o  a l a  t e o r f a  qui rn iosmdt ica  d e  M i t c h e l l  
s o b r e  l a  r e s p i r a c i d n  d e p e n d i e n t e  d e l  t r a n s p o r t e  d e  i o n e s  
(157)  l a  t r a n s f e r e n c i a  d e  e l e c t r o n e s  a  l o  l a r g o  de 10s 
t r a n s p o r t a d o r e s  de l a  cadena  r e s p i r a t o r i a  q u e  e s t d n  l o c a  -
l i z a d a s  en  l a  membrana i n t e r n a  de l a  m i t o c o n d r i a ,  g e n e r a  -
ria un g r a d i e n t e  de p r o t o n e s  a  t r a v 6 s  de e s t a  membrama, 
formdndose a s i  una zona con a l t a  d e n s i d a d  d e  i o n e s  h i d r g  
mio, Por  6 l t i m o  como t e r c e r a  r a z 6 n  debe mencionarse  que, 
bajo las c o n d i c i o n e s  6p t imas  p a r a  l a  b i a s i n t e s i s  d e  Aldo 
a 2H 4 , 8 ,  los a l t o s  v a l o r e s  ee c o n v e r s i d n  pueden s e r  ad- 
P o r c e n t a j e s  6e c o n v e r s i 6 n  a AlBosterona b a j o  d i s t i n t a s  
c o n d i c i o n e s ,  cuando l a s  g l b n e u l a s  a e r e n a l e s  f u e r o n  p re -  
incubadas .  Los v a l o r e s  se  informan como promedio Be tr& 
+ plicados - EE. Para la6 concliciones metoeoldgicas ver 
e l  t e x t o .  
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j u d i c a d o s  a  una r e a c c i d n  e n z i m s t i c a  ( T a b l a  1 3 ,  r e s t a r  
l i n e a  H d e  l i n e a  D p a r a  e l  pH 4 , 8 )  en  c o n t r a s t e  c o n  l a s  
o t r a s  80s conc?iciones 6pt irnas mencionadas. 
En l a  Tab la  1 4  s e  mues t ran  l o s  p o r c e n t a j e s  d e  l a  
Aldos te rona  formada,  b a j o  d i s t i n t a s  c o n d i c i o n e s  d e  i n c u -  
b a c i b n ,  cuando se e f e c t u d  l a  p r e i n c u b a c i d n  de l a s  g l d n -  
d u l a s  e n  e l  medio b u f f e r ,  d u r a n t e  20  minutos ,  a n t e s  d e  
a g r e g a r  e l  p r e c u r s o r  r a d i a c t i v o .  Como puede v e r s e  10s 
I 
I 
I p o r c e n t a j e s  o b t e n i d o s  s o n  o  menores o  i g u a l e s  a  10s ob- 
t e n i d o s  e n  l a s  i n c u b a c i o n e s  s i c  p r e i n c u b a c i d n  de l a s  
g l d n d u l a s  ( l i n e a s  A a  D e I a  L cle l a  T a b l a  1 3 ) .  
En l a s  T a b l a s  1 5  y 1 6  s e  mues t ran  10s p o r c e n t a j e s  
d e  18-OH-B y  18-DAL r e s p e c t i v a m e n t e ,  r emanen tes  a 1  t 6 r -  
mino d e  l a s  i n c u b a c i o n e s ,  En e l l a s  puede v e r s e  q u e  cuan- 
do  e l  p r e c u r s o r  e r a  18-OH-B, l a s  c a n t i d a d e s  d e  es te  e s -  
t e r o i d e  a 1  cabo  d e  l a  i n c u b a c i d n  d isminuye a  medida q u e  
- 
d e s c i e n d e  e l  pH, s i e n e o  p a r t i c u l a r m e n t e  b a j o s  e n  a q u e  
110s c a s o s  en  10s que  han formado o t r o s  m e t a b o l i t o s  e n  
c a n t i d a d  a p r e c i a b l e  (Ver T a b l a s  1 7  y  181 ,  Por  o t r o  l a d o ,  
a 1  p a r t i r  d e  MAC como p r e c u r s o r  s i e m p r e  se o b t i e n e  18- 
-OH-B forma M I  aumentando l a  c a n t i d a d  d e  6 s t e  a medida 
que  aumenta e l  pH, Todo 6 s t o  h a b l a  en f a v o r  d e  l a  e x i s -  
t e n c i a  d e  un estac?o d e  equilibria e n t r e  18-OH-B y 18- 
DAL. D e  t o d a s  formas  es muy r e l e v a n t e  d e s t a c a r  q u e  es te  
e s t a d o  e i n s m i c o  ent re  18-OH-B y 18-DAL cs d i s t i n t o  en  
p r e s e n c i a  q u e  en a u s e n c i a  de t e j i d o ,  En e f e c t o ,  v i e n d o  
3 18-OH-B- H remanente ( % )  a1 t6rmino d e  l a s  incuba- 
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cioncs  real izadas,  s e g h  la ~eccidn V de Matetiales 
y M6todos8 2urante  2 h o r a s ,  Los v a l o r e s  informados 
s o n  promedios d e  d u p l i c a d o s  (a) o t r i p l i c a e o s  (b). 
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TABLA 17- 
Porcentajes de produccidn 3e la forma menos polar 
d e  18-08-8 Ce R M  5,26 obtenidos en las incubacio- 
nes realizaeas, segcn la seccidn V d e  Materiales 
y M ~ ~ O ~ O S ,  Curante 2 horas. 
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10s p o r c e n t a j e s  d e  18-DAL (Tabla  1 6 )  Gstos  son  mayores 
en  a u s e n c i a  2 e  t e j i d o ,  s o b r e  t odo  a  pHs b a j a s .  
En l a s  Tab l a s  1 7  y 1 8  se  l i s t a n  10s p o r c e n t a j e s  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a  l a s  zonas  r a s i a c t i v a s  r e v e l a d a s  en 
l a  c r o r i a t o g r a f i a  6 e l  incuba20 en e l  s i s t e m a  Bush B5 con 
Rf 0,63 ( R M  5.26)  y Rf= 0 ,75  ( R M  6,331. E s t a s  zonas ra- 
e i a c t i v a s  se  correspon2en con dos  d e  l a s  formas menos 
p o l a r e s  d e  18-OH-B que componen e l  MAC (Ver M a t e r i a l e s  
y ~ d t o d o s ) ,  Resu l t an  2 e s t a c a b l e s  d+ mencionar 10s a l t o s  
I 
v a l o r e s  co r r e sponCien t e s  a 1  R M  6.33 (Tab la  1 8 )  que s e  
o b t i e n e n  b a j o  d i s t i n t a s  c o n e i c i o n e s ,  Por l a  c i n 6 t i c a  d e  
formacidn a  p a r t i r  d e  18-OH-B + HC1, s e  ve que  e s t a  f r a c  
c i d n  se compone de  un  m e t a b o l i t o  d e  18-DAL (61, l o  c u a l  
pod r i a  t e n e r  consecuenc i a s  c i n d t i c a s  ( V e r  ~ i s c u s i d n  so- 
bre l a  ca?acidad p r e c u r s o r a  p a r a  Aldosterona.  
F ina lmen te ,  en l a s  Tab l a s  1 9 ,  20 y 21  se  dan ,  p a r a  
a lgunas  ee l a s  i ncubac iones  r e a l i z a Z a s ,  10s p o r c e n t a j e s  
c o r r e s p o n d i e n t e s  a  10s tres compuestos s epa rados  a  p a r t i r  
d e  l a  zona r a d i a c t i v a  c?e menor p o l a r i d a d  en l a  cromato- 
g r a f f a  en p a p e l  ( F i g u r a  2 9 ) :  una forma menos p o l a r  2 e  M A C  
c o r r e s p o n e i e n t e  a R M  7 ,18  ( 6 ) ;  e l  m a t e r i a l  s a p o n i f i c a b l e  
a 18-OH-B ( M S ) ;  y e l  d imero de Aldos te rona ,  pa r a  a lgunas  
i ncubac iones .  
T A B L A  19 
P o r c e n t a j e s  de produccidn d e  l a  forma menos p a l a r  d e  
18-OH-B de RM 7 . 1 8 ,  o b t e n i d o s  en a lgunas  de l a s  incu-  
bac iones  r e a l i z a 2 a s  seg6n l a  Secc idn  V Se M a t e r i a l e s  
y ~ & t o e o s ,  
T A B L A  2 0  
?* 
7 , 4  
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L I B R E  BIOTICA 2 , s  0 , 2 9  
?H 
4 , 8  
P o r c e n t a j e s  2 e  p r o 2 u c c i j n  d e  l a  FMPA o b t e n i d o s  en a l g u n a s  
de l a s  i n c u b a c i o n e s  r e a l i z a d a s  seg6n l a  ~ e c c i d n  V 2e Ma- 
?H 
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11,8 LIBRE BIOTICA M 5,O 
P o r c e n t a j e s  2 e  p roeucc ibn  d e  MS o b t e n i e o s  e n  a l g u n a s  d e  
las  i n c u b a c i o n e s  r e a l i z a s a s  seg6n  l a  ~ e c c i d n  V c?e Mate- 
r i a l e s  y ~ 6 t o d a s .  
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PH 
7 , 4  
2,* 285 3,2 
BIOTICA 
LIPOSOMAS 1,8 
t I 
2,2 
i t 
2,8 
INCUBACIONES DE MAC-TRITIADA CON CANTIDADES CRECIEN- 
TES DE 18-DAL. 
Una v e z  2 e t e r m i n a d a s  l a s  c o n d i c i o n e s  d p t i m a s  p a r a  
l a  f o r m a c i b n  d e  Aldo a  p a r t i r  2e MAC ( T a b l a  1 3 ,  " l f n e a  
D-pH 4 , 8 ) , s e  r e a l i z a r o n  i n c u b a c i o n e s  e n  e s a s  mismas c O r ,  
d i c i o n e s  y e n  l a s  m e j o r e s  c o n d i c i o n e s  d e  pH 7 , 4  ( T a b l a  
1 3 , " l i n e a  D-pH 7 ,411) ,  p e r o  a h o r a  e n  p r e s e n c i a  de c a n t i d a  -
des c r e c i q n t e s  d e  18-DAL r a 6 i o i n e r t e  ( T a b l a  22)- 
1 
A 1  d r  aumentando  l a  c a n t i d a d  de 18-DAL a g r e g a d a  
a 1  medio d e  i n c u b a c i j n ,  e l  p o r c e n t a j e  de Aldo r a d i a c t i v a  
o b t e n i d a  v a  < i sminuyendo  m i e n t r a s  q u e  l a  r a d i a c t i v i d a d  
c o r r e s p o n d i e n t e  a  18-DAL va  aumentando.  E s t o  e s t a r f a  i n -  
d i c a n d o  q u e  e l  compues to  < e l  MAC q u e  se c o n v i e r t e  a  A l -  
d o ,  e n  e s a s  c o n 2 i c i o n e s , e s  18-DAL, E s  <e h a c e r  n o t a r  q u e  
l a  d i s m i n u c i d n  e n  l a  r a d i a c t i v i d a d  de Aldo no  se r e l a c i o n a  
e x a c t a m e n t e  c o n  e l  aumento e n  l a  r a 2 i a c t i v i d a d  c o r r e s p o n  
d i e n t e  a 18-DAL, E s t o  puede  ser e x p l i c a d o  t e n i e n d o  e n  
c u e n t a  q u e  18-DAL, 18-OH-B y l a s  o t r a s  f o r m a s  menos po l=  
res  de e s t e  d l t i m o  e s t e r o i d e ,  se  h a l l a n  e n  e q u i l i b r i o  
p o r  l o  q u e  l a  d e t e ~ a i n a c i d n  d e  18-DAL no  se  c o r r e s p o n d e -  
r i a  c o n  l a  c a n t i d a d  de 1 8 - D A L  formada  e n  e l  me2io d e  i n -  
c u b a c i d n ,  pu6iGndose  d e s p l a z a r  ~ i c h o  e q u i l i b r i o  de u n a  
fo rma  no  c o n o c i 2 a  d u r a n t e  e l  m6todo 2e ~ e t e r m i n a c i b n .  
T A B L A  22 
P o r c e n t a j e s  d e  Aldo formada en i ncubac iones  d e  c u a r t o s  d e  a d r e n a l e s  d e  r a t a ,  d u r a n t e  2 
h o r a s ,  con MAC t r i t i a d o  en p r e s e n c i a  d e  d i s t i n t a s  c a n t i d a d e s  d e  18-DAL r a d i o i n e r t e .  
3 % Aldo- H producido 
N D  = no d e t e c t a b l e .  
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V )  CURS0 l?E REACCION PARA LA FORMACION DE ALDO A PARTIR 
DE 18-OH-B, 
Las  F i g u r a s  3 0  y 31 m u e s t r a n  e l  C u r s o  d e  r e a c c i d n  
p a r a  l a  b i o s i n t e s i s  d e  18-DAL; 18-OH-B y Aldo a  p a r t i r  
3 d e  1 , 2 -  H-18-OH-B c o n  c u a r t o s  de a d r e n a l e s  de r a t a  a 10s 
pHs 4 , 8  y 7 , 4 .  En e l l a  se p u e d e  v e r  q u e  c u a l i t a t i v a m e n t e  
18-DAL se c o m p o r t a  como un i n t e r m e e i a r i o  m i e n t r a s  q u e  
Aldo l o  h a c e  como p r o d u c t o  f i q a l  6e l a  r e a c c i b n ,  i n d e p e n  -
d i e n t e m e n t e  d e l  pH. Desde e l  b u n t o  d e  v i s t a  c u a n t i t a t i v o ,  
a pH 7 , 4  l a  f o r m a c i j n  de Aldo es menor;  m i e n t r a s  q u e  18-  
-DAL p r e s e n t a ,  a este  mismo pH, mayor d i s p e r s i 6 n  y u n a  
c u r v a  t i p o  i n t e r m e d i a r i o  de r e a c c i b n ,  aunque  menos s i m p l e  
o e v i s e n t e  q u e  a pH 4 , 8 .  
D e  es ta  fo rma  puede  a s i g n a r k e  l a  s e c u c n c i a  b i o s i n -  
t 6 t i c a  18-OH-B-18-DAL'Aldo ( F i g u r a  321, a  ambos pHs. 
-4 ( dpm x 10 ) 
( dpm r ) 
F i g u r a  32: Cornpuestos p robados  como i n t e r r n e d i a r i o s  a l o  l a r g o  del carnino 
b i o s i n t 6 t i c o  d e  A l d o s t e r o n a  a p a r t i r  d e  C o r t i c o s t e r o n a .  
V f )  EXPERIMENTOS DE CAPTURA. 
A l  i n c u b a r  B tritiada con c u a r t o s  de a d r e n a l e s  Ce 
r a t a  a pH 4 ,8  e n  p r e s e n c i a  Ce c a n t i e a e e s  c r e c i e n t e s  6e 
18-OH-B ( forma M )  r a e i o i n e r t e ,  se ve q u e  l a  r a 2 i a c t i v i -  
c?ad d e  Aldo e i sminuye  al i g u a l  que l a  2e 18-DAL,  mien- 
tras que l a  de 18-OH-B ( M I  aumenta ( T a b l a  23). Lo mismo 
se e v i d e n c i a  a pH 7.4, 
A 1  i n c u b a r  B t x i t i a d a  a  pH 4 , 8  e n  p r e s e n c i a  ee 
c a n t i d a d e s  c r e c i e n t e s  d e  18-DAC r a d i o i n e r t e ,  l a  r a d i a c -  
t i v i d a d  d e  Aldo Cisminuye m i e n t r a s  q u e  l a  de 18-DAL au- 
menta ( T a b l a  2 4 ) .  E l  mismo compor tamiento  se e v i d e n c i a  
a pH 7,4.  
3 P o r  S l t i m o ,  a 1  i n c u b a r  1 ,2 -  H-18-OH-B con c u a r t o s  
de a d r e n a l e s  de r a t a  a pH 4.8 e n  p r e s e n c i a  d e  c a n t i d a e e s  
c r e c i e n t e s  Ce 18-DAL r a d i o i n e r t e ,  l a  r a d i a c t i v i d a d  c o r r e s  -
. p o n d i e n t e  a  Aldo d i sminuye  m i e n t r a s - q u e  l a  de 18-DAL au- 
menta ( T a b l a  25 ) .  A l  r e a l i z a r  e l  mismo exper iment0  a  ' p ~  
- 
7 , 4 ,  se  e n c o n t r a r o n  e i f i c u l t a d e s  e n  l a  medicidn d e  Aldo, 
q u i z d s  d e b i s o  a  s u s  pequeiias c a n t i d a c l e s ,  o b t e n i e n d o s e  
r e s u l t a d o s  muy d i s p e r s o s ,  
E s t a  s e r i e  d e  exper imentos  h a b l a  e n  f a v o r  de un 
camino b i o s i n t 6 t i c o  B-18-OH-B ----, 18-DAL + Aleo 
( F i g u r a  3 2) a  ambos pHs, 
T A B L A  23. 
Efecto d e l  aumento de 18-OH-B ( M I  rasioinerte sobre la 
produccidn Be ~ ~ - D A L - ~ H  y ~ l d o - ~ ~  a partir d e  B - 3 ~  a pH 4.8. 
E f e c t o  de l  aumento d e  18-DAL r a d i o i n e r t e  sobre la 
p r o d u c c i d n  de ~ l d o - ~ ~  a p a r t i r  de B - 3 ~  a pH 4 , 8 ,  
Efecto del aumento de 18-DAL, radioinerte sobre la 
producci6n de A ~ C O - ~ H  a partir Ce ~ ~ - o H - B - ~ H  a pH 4.8. 
V I I )  REQUERIMIENTOS P A R A  LAS OXIDACIONES DE 18-OH-B Y 
18-DAL P A R A  DAR ALDO. 
a )  Requer imiento  d e  NADPH. 
En l a  TAbla 26 s e  muestran 10s p o r c e n t a j e s  Se Aldo 
t r i t i a d a  o b t e n i d o s  a  p a r t i r  d e  10s p r e c u r s o r e s  18-OH-B y 
18-DAL en  l a s  c o n d i c i o n e s  i n d i c a d a s  en  l a  Tabla  1 3  "15- 
nea  D- pH 4,8" ,  p e r o  cdn  e l  agregado Se d i s t i n t o s  cofac-  
t a r e s ,  Se puede v e r  que  s iempre  18-DAL func iona  como un 
mejor p r e c u r s o r  p a r a  Aldo que  18-OH-B. Por o t r o  l a d o ,  e l  
sistema gene rado r  d e  N A D P H  (mala to  + NADP+)  produce au- 
mento d e  l a  p roducc idn  d e  Aldo l l e g g n d o s e  a  un 16% d e  re; 
d i rn iento  con  mala to  9  m M ,  
E s t o s  r e s u l t a d o s  j un to  a 1  aumento d e  l a  s f n t e s i s  por  
NADPH o rnalato s d l o s ,  i n d i c a r f a n  que  l a s  ox idac iones  d e  
18-OH-B y 18-DAL p a r a  d a r  Aldo r e q u i e r e n  N A D P H  en  vez de 
NADP+. Marusic y c o l ,  (931,  y mss r e c i e n t e m e n t e  - Kojima y 
c o l ,  ( 8 2 )  y Aupe t i t  y c o l .  ( 9 5 )  o b t u v i e r o n  10s mismos r e  -
s u l t a d o s  a p a r t i r  de 18-OH-B a  p H  7.4.  
b )  Requer imiento  d e  02, 
En l a  TAbla 27 s e  muestran l o s  r e s u l t a d o s  ob t en idos  
a1 i n c u b a r  18-OH-B y 18-DAL t r i t i a d o s  a  pHs 7,4 y  4 ,8  en  
~ t m d s f e r a  de carbbgeno o  d e  Ni t rbgeno.  Puede v e r s e  que 
l a  p roducc ibn  de Aldo t r i t i a d a  en a tmds fe r a  d e  oxigeno es 
mucho mayor que  l a  c o r r e s p o n d i e n t e  en  a tmds fe r a  d e  ~ i t r d -  
geno,  hac igndose  este e f e c t o  mds p ronunc iado  a  pH 4 ,8  que 
a pH 7 ,4 ,  E s t o s  r e s u l t a d o s  i n d i c a r x a n  un r eque r imien to  d e  

T A B L A  27  
~ r o d u c c i d n  c o n p a r a t i v a  c?e A 1 2 0  b a  j o  atrndsf e r a s  de 
Carbdgeno o de ~ i t r b g e n o ,  a' p a r t i r  d e  d o s  p r e c u r -  
s o r e s  y a 20s pHs. 
Z 
Aldo proc?uciea b a j o  c a r b d g e n o  
Alee p r o d u c i d a  b a j o  N2 
P r e c u r s o r  ?H 
418 I 7 , 1  
7 , 4  4 , 5  
4 , 8  8,2 
i 7 , 4  5 , 3  I 
Oxigeno p a r a  l a  b i o s i n t e s i s  t!e Aldo a p a r t i r  de 10s pre -  
c u r s o r e s  probados .  Kojima y c o l .  (81) (82) demos t ra ron  
r e c i e n t e m e n t e  10s mismos r e q u e r i m i e n t o s  a  p a r t i r  de 18- 
-OH-B a p H  7 , 4 .  
E s t o s  e x p e r i m e n t o s  s o b r e  r e q u e r i m i e n t o s  d e  O 2  y 
N ADPH p e r m i t e n  c o n c l u i r  q u e  l a  o x i d a c i 6 n  r e q u e r i d a  p a r a  
q u e  s e  prot!uzca Aldo a p a r t i r  de 10s p r e c u r s o r e s  u s a d o s ,  
c o n s i s t e  e n  una h i d r o x i l a c i 5 n .  Teniendo en c u e n t a  10s 
r e s u l t a 2 o s  d e s c r i p t o s  en  l a s  S e c c i o n e s  V y  V I  d e  Resul-  
t a 6 o s ,  s e  c o n c l u y e  q u e  t a l  h i d r o x i l a c i d n  d e b e  o c u r r i r  
s o b r e  18-DAL ( F i g u r a  3 3 ) .  

V I I I )  C A P A C I D A D  PRECURSORA PARA ALDOSTERONA DE OTROS 
PRECURSORES. 
a) Formas menos p o l a r e s  d e  18-OH-B d e  RM 5,267 6 , 3 3  y  7,18. 
La i n c u b a c i d n  a pH = 7,4 d e  c u a l q u i e r a  d e  l a s  f o r -  
mas menos p o l a r e s  d e  l a  18-OH-B con  e x c e p c i d n  d e  RM 4.33 
l l e v d  c o n s t a n t e m e n t e  a  l a  f o r m a c i d n ,  e n  p r o p o r c i o n e s  se- 
m e j a n t e s ,  d e  l a s  4  formas  menos p o l a r e s  ( R M  4.33; R M  5.26; 
R n  6.33 y  R 7.18) y  a  l a  fo rmac idn  8e una c a n t i d a a  mu- M 
c h o  mayor d e  18-OH-B ( e n t r e  70 y  90%) ( T a b l a  28) .  
La c a n t i d a d  d e  p r e c u r s o r  remanente f u e  e n  t o d o s  10s 
c a s o s  muy pequefia y  demos t r6  v a r i a c i o n e s  d e  e s c a s a  c u a n t f a .  
Por  o t r o  l a d o  10s p o r c e n t a j e s  de c o n v e r s i 6 n  a  Aldo s i e m p r e  
f u e r o n  muy b a j o s  ( T a b l a  2 8 ) .  
R e s u l t a  asf q u e  l a s  formas  menos p o l a r e s  d e  18-OH-B 
d e  R M  S,26 ;  6 , 3 3  y  7,18 poseen muy b a j a  c a p a c i d a d  p r e c u r -  
s o r a  p a r a  Aldo y  q u e  mbs b i e n  r e v i e r t e n  a  18-OH-B * * M u  p o r  
- e f e c t o s  d e  l a  i n c u b a c i b n .  
En l a s  i n c u b a c i o n e s  r e a l i z a d a s  con  10s mismos p re -  
c u r s o r e s  e n  a u s e n c i a  d e  t e j i d o  no se  obtuvo p roducc idn  d e  
Aldo p e r o  sf d e  18-OH-B * * M w .  E s t o s  r e s u l t a d o s  p a r e c e n  de- 
m o s t r a r  q u e  l a  fo rmac ibn  d e  18-OH-B y  d e  s u s  formas menos 
p o l a r e s  d u r a n t e  l a s  i n c u b a c i o n e s  con  e s t o s  p r e c u r s o r e s , s e  
d e b e r i a  a  c o n v e r s i o n e s  e s p o n t b n e a s .  
I 
1 
b )  M a t e r i a l  s a p o n i f i c a b i a  a 18-OH-B (MS I .  
D e  l a s  i n c u b a c i o n e s  d e  MS b a j o  d i s t i n t a s  c o n d i c i o -  
n e s ,  s u r g e  q u e  e s t e  p r e c u r s o r  s e  t r a n s f o r m a  enz imgt icamente  
T A B L A  
I 
P r e c u r s o r  % ~ 1 2 0  % 18-OH-B 
R M  5,26 0 , 5 2  6 8 , 7  
R~ 0 , 9 1  
R~ 0,82  9 2 , l  
I 
P o r c e n t a j e s  2 e  Aldo y de 18-OH-B formadas  d u r a n t e  
l a s  i n c u b a c i o n e s  d e  l a s  fo rmas  rnenos p o l a r e s  d e  
18-OH-B d e  R M  5 , 2 6 ;  R M  6 , 3 3  y R M  7,18  con  c u a r t o s  
d e  a d r e n a l e s  de r a t a ,  a  pH 7 , 4 ,  S u r a n t e  2 h o r a s .  
a 18-OH-B y Aldo, En e f e c t o ,  en  l a  Tabla  29 se ve  que  a  
10s 60s pHs usados  MS se t r ans forma a 18-OH-B en  mayor 
p r o p o r c i d n  en  p r e s e n c i a  de c u a r t o s  d e  a d r e n a l e s  d e  r a t a ,  
que  en  s u  ausenc i a .  S i n  embargo e l  comportamiento a  pH 
4 , 8  es c u a n t i t a t i v a m e n t e  mayor. E s t o  p o d r f a  suceder  debk  
do a  l a  mayor h i d r d l i s i s  que  MS s u f r i r f a  a  pH mds dc ido ,  
E l  p o r c e n t a j e  d e  Aldo ob t en ido  e n  t o d o s  10s c a s o s  
ensayados  f u e  muy b a j o  (Tab l a  2 9 )  por  l o  que  MS no r e s u l  -
t a  buen p r e c u r s o r  p a r a  Aldo. 
En l a  Tab la  30 s e  mues t ra  que  l a  p r e s e n c i a  de 18-OH- 
-B r a d i o i n e r t e  e n  e l  medio de incubac idn  d e  MS t r i t i a d o  
i n h i b e  t o t a l m e n t e  l a  produccidn d e  Aldo r a d i a c t i v a ,  y au- 
menta l a  r a d i a c t i v i d a d  a s o c i a d a  a 18-OH-B (forma M ) .  
T A B L A  29 ,  
Tipo de  
Precursor 
~ o n v e r s i d n  Cuanti f icado 
Compuesto 
Aldo No. NO Detectable  De tec tab l e  
- 
Conv.ersiones de 1,9 pmoles 2e MS , en presencia y ausenc ia  
+ d e  t e j i d o  adrenal .  Los v a l o r e s  se informancomo promedio - 
error  estandard, en pmol es , 
No Detectable  
No Detectable  
No Detectable  
Conversiones a ~ ~ - o H - B - ~ H  y ~ l d o - ~ ~  a p a r t i r  de 1 .9  pmoles 
d e  MS t r i t i a d o  y a dos pHs, en presenc ia  de 18-OH-B radio-  
i n e r t e ,  Except0 10s experimentos con 8 7  pg de  18-OH-B 
( n  = 1 ) .  e l  r e s t o  se r e a l i z a r o n  por tripl icado,informdndo- 
se  e l  promedio ' error  estandard en pmoles. 
I 
I 
1x1 LOCALIZACION SUBCELULAR DE LAS BIOSINTESIS DE ALDO 
Y DE MS. 
En l a s  F i g u r a s  3 y 3 5  se muest ran  l a s  c u r v a s  de 
t e j i d o  y d e  t i empo  p a r a  l a  p r o d u c c i 6 n  d e  MS a p a r t i r  d e  
18-OH-B y 1 8 - D A L  a pH 7.4. En e l l a s  se ve q u e  l o s  msxi- 
mos v a l o r e s  de t e j i d o  y de t i empo  q u e  s e  h a l l a n  s o b r e  l a  
zona  recta d e l  q r d f i c o  s o n  50 mq y 30 minu tos  r e s p e c t i -  
vamente. 
En l a  F i g u r a  36 se m u e s t r a  l a  c u r v a  d e  t iempo p a r a  
l a  p roducc idn  d e  Aldo a  p a r t i r  d e  18-OH-B y 18-DAL con  
homogenato de 50 m g  de t e j i d o  a d r e n a l .  D e  e l l a  s e  obtuvo 
e l  msximo v a l o r  de t iempo q u e  se h a l l a  s o b r e  l a  zona r e c  
-
t a  d e l  q r d f i c o :  30 minutos .  
E s t a s  c o n d i c i o n e s  s o n  l a s  u t i l i z a d a s  l u e g o  p a r a  l a s  
i n c u b a c i o n e s  c o r r e s p o n t 2 i e n t e s  a  d e t e r m i n a r  l a  l o c a l i z a c i d n  
s u b c e l u l a r  d e  l a s  b i o s i n t e s i s  d e  M S  Y d e  Aldo: l a s  f r a c c i o  
-
n e s  H ,  N ,  M ,  m y S p r o v e n i e n t e s  d e  50 mg d e  t e j i t2o  a d r e n a l  
- 
s e  i n c u b a r o n  d u r a n t e  30 minutos  con  1 .8  I J C i  de 18-OH-B d  
18-DAL ( A e  = 6,9 )JCi/pmol),  de te rmindndose  l u e q o  MS y ~ l d o  
t r i t i a d o s  . 
En l a  T a b l a  3 1  se  muest ran  l a s  a c t i v i d a d e s  enz imbt i -  
c a s  d e  ~ u c c f n i c o  Desh id roqenasa ,  d e  l a  p roducc idn  d e  Aldo, 
y de l a  p roducc idn  de MS. En e l l a  se  puede v e r  q u e  e s t a s  
1 I 
t res  a c t i v i d a d e s  e n z i m s t i c a s  se  c o r r e s p o n d e n ,  h i l l g n d o s e  
e l  mdximo v a l o r  d e  t o d a s  e n  l a  f r a c c i d n  M .  D e  l a  misma 
foema, e l  msximo v a l o r  d e  A c t i v i d a d  e s p e c f f i c a  ( T a b l a  32) 
F i g u r a  M: Curvas  d e  t e j i e o  a d r e n a l  p a r a  l a  p roducc idn  
a e  MS ( % I  a1  i n c u b a r  ~ ~ - o H - B - ~ H  ( a 1 o  
3  18-DAL- H  ( l $ L  a u r a n t e  20 minu tos  a pH 7 , 4 .  
Tiempo dl 
i n c u b a c i :  
( rn in) .  
30 60 90 
F i g u r a  35: Curvas  d e  t i empo  p a r a  l a  p r o d u c c i d n  d e  MS ( $ 1  
a1 i n c u b a r  ~ ~ - o H - B - ~ H  ( a ) o  I ~ - D A L - ~ H  ( b ) 
con  homoqenato de 50 m g  de t e j i d o  a 2 r e n a l  a pH 7 , 4 .  
4 
6 --  
*. 
- - 
3 - -  
. Tiempo de 
i n c u b a c i d n  (minl 
F i g u r a  36: Curva de t i e m p o  p a r a  l a  p r o d u c c i d n  de Aldo a 
3 p a r t i r  d e  ~ ~ - o H - B - ~ H  ( a  1 o  18-DAL- H ( b I 
I 
I 
con  homogenato de 50 m g  de t e j i 6 o  a d r e n a l ,  a 
pH 7 , 4 ,  e n  p r e s e n c i a  d e  m a l a t o  5 m M  y NADP' 
0,s m M .  
T A B L A  31. 
A c t i v i d a d e s  enz i rnd t i cas  d e  l a  enzima rnarcadora mito-  
c o n d r i a l  ( S D H ) ;  de l a  D i o s i n t e s i s . d e  Also  a p a r t i r  
d e  18-OH-B y 18-DAL a pH 7.4 y pH 4.8; y d e  l a  b i o -  
s f n t e s i s  d e  MS a partir ee 18-OH-B y 18-DAL a  pH 
7.4; e n  J a s  f r a c c i o n e s  s u b c e l u l a r e s  H, N ,  M ,  rn y S 
i n d i c a d a s  en l a  F i q u r a  24 .  Para  l a s  d e f i n i c i o n e s  d e  
Unidad e n z i m d t i c a  v e r  l a  ~ e c c i d n  X I  d e  M a t e r i a l e s  
y ~ 4 t o d o s .  
I 
U N I D A D E S  F R A C C I O N E S  S U B C E L U L A R E S  
E N Z I M A T I C A S  
D E 
- 
~ u c c f n i c o  D e s h i d r o g e n a s a  (SDH) 
18-OH-B a Aldo a pH 7 , 4  
18-OH-B a Aldo a pH 4 , 8  
18-DAL a Aldo a pH 7 , 4  
v 
18-DAL a Aldo a pH 4 , 8  
18-OH-B a  MS a pH 7 , 4  
18-DAL a MS a pH 7 , 4  
", 
S 
0  
H 
2590 
m 
I 
1 2  
4- 
N 
2 , 1 4  
7 ,16  
0  
0 
2 , 4 2  
8 , 3 4  
M 
0  
0  
0 , 5 3  
1 , 5 3  
7 , 6 7  
406 
0  
2093 
0 1 , 2 5  6 , 8 1  
1 1 , 4 4  
0 , 4 8  
0 , 4 3  
C 
0  
0  
0 
0 
1 , 9 9  9 , 6 4  
0  
0 , 1 1  
0 
0,35 
0 , 0 9  0 , 3 4  
T A B L A  32 
Act iv idaees  e s p e c i f i c a s  de l a  enzima marcaeora mito- 
conc?rial ( S D H ) ;  2e l a  b i o s f n t e s i s  d e  A l C o  a p a r t i r  
de 18-OH-B y 1 8 - D A L  a pH 7 , 4  y ?H 4 , 8 ;  y Ce l a  bio-  
s f n t e s i s  de MS a ? a r t i r  de 18-OH-B y 1 8 - D A L  a pH 
7 , 4 ;  en l a s  f r a c c i o n e s  subcelulares H ,  N, M ,  m y S 
ind ica2as  en l a  Figura 2 4 .  
T A B L A  2 2 ,  
T 
A C T I V I D A D E S  
E S P E C I F I C A S  
I Ci 
' F R A C C I O N E S  S U B C E L U L A R E S  
I 
I (UE/mg p r o t e f n a )  DE S -+ rn M H 
~ u c c $ n i c o  D e s h i d r o g e n a s a  (SDH ) 
18-OH-B a Aldo a pH 4 , 8  
4  1 6  
0  
N 
3 2 , 4  
0 , 2 4  
0  
*I 
0 
2 3 , 6  
- 
0 , 1 8  ' 
1 1 2 , 4  
0 , 8 5  
" 
18-OH-B a Aldo a pH 7 , 4  
--- - 
18-DAL a Aldo a pH 4 , 8  
0 , 8 0  
- 
0 , 7 6  
0 0 , 5 2  
18-DAL a Aldo a pH 7 , 4  
2,85 0 
I 
- 
0 , 4 3  
0  
- 
2 , 7 1  0  
3 , 8 4  0  1 , 0 7  
18-OH-B a MS a pH 7 , 4  
0  
0 , 6 8  
0 , 1 4  0 
18-DAL a MS a pH 7 , 4  
0  0 , 0 4  0 , 0 4  
I 
I 
I 
I 
0 0 , 0 4  0 , 0 3  0 , 1 3  0  
corresponC!e para l a s  tres enzimas a  l a  
Por e s t a s  razones  se conc luye  que 
b i o s i n t e t i z a n  a p a r t i r  d e  18-OH-B y Be 1 8 - D A L  en  l a s  m i -  
t o c o n d r i a s .  
X )  LOCALIZACION SUBMITOCONDRIAL DE LA BIOSINTESIS DE ALDO. 
En l a s  F i g u r a s  37  y 38 se m u e s t r a n  l a s  c u r v a s  de t= 
j i C o  y de t i e m p o  p a r a  l a  2 r o d u c c i d n  de Aldo r a d i a c t i v a  a 
p a r t i r  de B t r i t i a d a  a  pH 7.4, En e l l a s  s e  s u e d e  v e r  q u e  
10s v a l o r e s  de t e j i e o  y de t i e m p o  c o r r e s p o n e i e n t e s  a  30mg 
y 20 m i n u t o s  r e s p e c t i v a m e n t e ,  s e  h a l l a n  s o b r e  l a  zona 
r e c t a  de c a d a  g r g f i c o ,  Po r  e s t a  r a z d n ,  estas  c o n S i c i o n e s  
f u e r o n  l a s  u t i l i z a S a s  e n  10s e x p e r i m e n t o s  s i g u i e n t e s ,  
En l a  T a b l a  33 se  m u e s t r a n  l a s  a c t i v i d a d e s  enzimg- 
t i c a s  d e  ~ u c c f n i c o  2 e s h i d r o g e n a s a  marcadora  d e  Membrana 
i n t e r n a ,  d e  Monoamina o x i d a s a  m a r c a d o r a  de Membrana ex- 
t e r n a  y c ? e . A d e n i l a t o  q u i n a s a  marcadora  de E s p a c i o  I n t e r -  
membrana e n  c a d a  u n a  d e  l a s  f r a c c i o n e s  T, E ,  X e I o b t e -  
n i d a s  e n  e l  f r a c c i o n a m i e n t o  m i t o c o n d r i a l ,  y e n  l a  f r a c -  
c i d n  m i t o c o n d r i a l  ( M )  d e l  f r a c c i o n a m i e n t o  s u b c e l u l a r ,  En 
e l l a  s e  puede  v e r  q u e  l a  a c t i v i d a d  t o t a l  e n  m i t o c o n d r i a s  
d e  c a d a  u n a  c!e l a s  e n z i m a s  m a r c a d o r a s  medidas es r e c u p e -  
- 
r a d a s  e f i c i e n t e m e n t e  e n  a l g u n a  f r a c c i d n  s u b m i t o c o n d r i a l  
p a r t i c u l a r .  F o r  c o n s i g u i e n t e  se puede  h a c e r  l a  s i g u i e n t e  
c o r r e l a c i b n :  
~ r a c c i d n  T: m i t o p l a s t o s  
F r a c c i d n  E: membrana e x t e r n a  y e s p a c i o  
i n t e r m e m b r a q a ,  
! 
F r a c c i b n  X :  membrana e x d e r n a .  
~ r a c c f d n  I: cspacib intermtmbrana, 
En l a  TAbla 3 4  s e  l i s t a  l a  a c t i v i d a d  e n z i m g t i c a  C!e 
T A B L A  3 3  
Act iv idades  enz imdt icas  (UE) d e  ~ u c c f n i c o  deshidrogenasa  (SDH); Adeni lato  qu inasa  (Aq) 
y Monoaminooxidasa ( M A O )  en Mitocondrias ( M )  y en cada una de  l a s  f r a c c i o n e s  submito- 
c o n d r i a l e s  TI E, X e  1. Para l a  t d e n t i f i c a c i d n  d e  e s t a s  d l t i m a s  a s i  tambien como para 
Act iv idad de  M A 0  (UE) 
101,53 
7,23 
90,33 
86,72 
. las d e f i n i c i o n e s  d e  UE, ver  Mater ia le s  y M Q ~ O ~ O S .  
Activ idad d e  Aq (UE) 
- 
--- 
~ r a c c i d n  Act iv idad de SDH (UE) 
I 
C 
0,72 
TABLA 34. 
A c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  d e  f o r m a c i 6 n  d e  Aldo a  p a r t i r  
d e  B , b a j o  d o s  c o n d i c i o n e s  d e  i n c u b a c i d n ,  e n  Mi tocon 
d r i a s  (M), e n  c a d a  una  d e  l a s  f r a c c i o n e s  submitocon -
d r i a l e s ,  y e n  mezc las  d e  e l l a s .  P a r a  l a  i d e n t i f i c a -  
c i d n  d e  e s t a s  6 l t i m a s  asf t a m b i h  como p a r a  d e t a l l e s  
y c o n d i c i o n e s  d e  l a s  i n c u b a c i o n e s  v e r  M a t e r i a l e s  y 
~ 6 t o d o s .  Se d e f i n e  una  UE como l a  c a n t i e a d  d e  e n z i m a )  
I q u e  t r a n s f o r m a  1 nmol d e  s u s t r a t o  e n  p r o d u c t 0  duran-  
t e  l a  ineubaci6n. LOS resultados sen promedias d e !  
a : d u p l i c a d o s  o  b : t r i p l i c a d o s .  
4 
A c t i v i d a d  e n z i m d t i c a  d e  f o r m a c i d n  d e  
Aldo a p a r t i r  d e  B (UE) e n  p r e s e n c i a  d  
F r a c c i d n  I 
m a l a t o  5  mM 
Y NADP+ 0.5  m M  NADP 0 , s  m M  
1 ~ , 1 6 ~  M 1 7 , 2 5 ~  
T 
E 
8 ,  3gb 6 ,25b 
1 , 2 8  b 
X 
I 
T + E  
4 , 3 7  b 1 
0 ,  43b 0 ,  84b 
0 ,  35a 
T + X 
T + I  
T + X + I  
0 , 4 3  b 
5 , 3 s a  
6 ,  36a 
7 , ~ 5 ~  
t 
, - 
9 ,  64a -- 
producc i6n  de Aldo a  p a r t i r  d e  B e n  c a d a  una  d e  l a s  mues- 
t r a s  e n s a y a e a s  y en l a s  c o n d i c i o n e s  d e  i n c u b a c i 6 n  u s a d a s .  
En e l l a  se  puec?e v e r  q u e  e n  p r e s e n c i a  de NADPH 0.5 rnM 
s d l o  l a s  m u e s t r a  T y  E p r e s e n t a n  p r o d u c c i d n  s i g n i f i c a t i -  
va  de Aldo, aunque n inguna de e l l a s ,  n i  a6n s u  surna, l o -  
g r a  r e c u p e r a r  l a  a c t i v i d a d  r n i t o c o n d r i a l .  Por  o t r o  l a d o ,  
cuando e l  medio 6e i n c u b a c i 6 n  es a d i c i o n a d o  de m a l a t o  
5 m M  y NADP 0.5 m M  l a  6 n i c a  f r a c c i d n  s u b m i t o c o n d r i a l  q u e  
produce  Alee e s  T,  m i e n t r a s  q u e  e n  l a s  m u e s t r a s  d e  mez- 
c l a  d e  f r a c c i o n e s  s u b m i t o c o n d r i a l e s ,  10s rnayores v a l o r e s  
s e  l o g r a n  a 1  r e c o n s t i t u i r  a r t i f i c i a l m e n t e  l a  m i t o c o n d r i a  
(T + E y T + X + I), S i n  embargo tampoco e n  e s t a s  cond i -  
c i o n e s  de i n c u b a c i d n  s e  r e c u p e r a  t o t a l m e n t e  l a  a c t i v i d a d  
m i t o c o n d r i a l .  
X I )  EFECTOS DEL ACTH, 
En l o  q u e  s i g u e  se p r e s e n t a  l a  t a b l a  e n  l a  q u e  se 
d e s c r i b e n  l o s  r e n d i m i e n t o s  e n  pmoles de 10s c u a t r o  meta- 
b o l i t o s  a 20s ? H s  y d o s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  ACTH a  p a r t i r  
de d o s  p r e c u r s o r e s  ( T a b l a  3 5 ) .  E l  r i g o r  e s t a d i s t i c o  e x i -  
q e  p a r a  l a  r e s o l u c i d n  de e s t e  s i s t e m a  un a n i l i s i s  de va- 
r i a n z a  de 4 f a c t o r e s ,  uno d e  e l l o s  (pH) d e  2 n i v e l e s ,  y 
o t r o  ( c o n c e n t r a c i 6 n  de t r o f i n a )  de 3 n i v e l e s ,  con un n6- 
mero c o n s i 2 e r a b l e  de v i a s .  
E s t e  problema es c o l a t e r a l  con  r e s p e c t o  al tema 
p r i n c i p a l  de l a  t e s i s  ya q u e  a q u i  s d l o  n o s  i n t e r e s a  i n -  
v e s t i g a r  s u p u e s t o s  r e n d i m i e n t o s  s i m & t r i c o s  d e  MS con re= 
p e c t o  a Aldoen p r e s e n c i a  Be ACTH, 
R e s u l t a d o s  q u e  e n  b a s e  a e s t e  r azonamien to  deben 
c o n s i d e r a r s e  coma p r e l i m i n a r e s  y a  q u e  se han o b t e n i d o  
empleando c o n t r a s t e s  por  t d e  S t u d e n t  p a r a  d o s  m u e s t r a s  
s u g i e r e n  q u e ,  independ ien temente  d e l  s u s t r a t o ,  l a  b a j a  
c o n c e n t r a c i d n  de l a  ACTH aumenta l a  p r o d u c c i 6 n  d e  Aldo 
t r i t i a d a  m i e n t r a s  q u e  l a  a l t a  c o n c e n t r a c i 6 n  de l a  t r o -  
f i n a  i n h i b e  t a l  p roducc idn  ( p  ( 0.05) .  S i n  embargo, t a -  
l e s  e f e c t o s  s e r i a n  mbs p ronunc iados  a  pH 7 ,4  q u e  a  pH 
4 , 8 ,  D e  e s t a  forma e l  s e n t i d o  d e l  e f e c t o  de l a  ACTH de- 
p e n d e r i a  d e  s u  c o n c e n t r a c i b n .  
i I 'Por o t r o  l a d o  s i  se o b s e r v a ,  en  l a  misma t a b l a ,  l a  
p r o d u c c i d n  de MS, puede v e r s e  que  6 s t a  ests i n f l u f d a  ?or  
ACTH d e  manera i n v e r s a  a  l a  Aldo; & t o  es, aumenta l a  p r o  
d u c c i 6 n  d e  MS a a l t a s  c o n c e n t r a c i o n e s  de l a  ACTH, y d i s -  
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minuye a b a j a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  l a  t r o f i n a .  E s t o s  e f e c  
t o s  t a m b i h  s e r i a n  mds p ronunc iados  a  pH 7 ,4  que  a  pH 4,8.  
E s t o s  r e s u l t a e o s  i n s i c a r f a n  una dependenc ia  i!e l a s  
p r o d u c c i o n e s  Ce A 1 6 0  Ce l a s  d e  MS, l a  c u a l  p o d r i a  r e l a c i o  -
n a r s e  con l a  r e g u l a c i d n  d e  10s n i v e l e s  de 18-OH-B y 18-DAL, 
Luego s e  r e a l i z a r o n  i n c u b a c i o n e s  con  1 , z - ~ H - ~ ~ - o H - B  
a  pHs 7 ,4  y  4 , 8  s i n  y  con  ACTH d u r a n t e  d i s t i n t o s  tiempos 
d e  i n c u b a c i 6 n .  Los r e s u l t a d o s  se mues t ran  e n  l a s  F i g u r a s  
En e l l a s  se pueC!e v e r  q u e  a  ?H 7,4  ( F i g u r a  39 ) 0 , 3  
pmoles C e  ACTH producen s i e m p r e  aumento e n  l a  p roducc ibn  
de Aldo t r i t i a d a ,  m i e n t r a s  q u e  3000 $moles de t r o f i n a  p r o  -
ducen ,  a  t i empos  c o r t o s ,  mayor c a n t i d a d  d e  Aldo y  a  tiem- 
pos  l a r g o s  menores v a l o r e s  de Aldo, s i empre  con r e s p e c t o  
a c o n t r o l e s ,  
Por  o t r o  l a d o  a  pH 4 , 8  s i  b i e n  se puede a f i r m a r  l a  
misma t e n d a n c i a ,  a l g u n a s  d i f e r e n c i a s  d e j a n  de ser s i g n i -  
f i c a t i v a s  . 
En e s t a s  mismas i n c u b a c i o n e s  tambign s e  s e m i c u a n t i -  
f i c d  MS. A pH 7.4 ( F i g u r a 4 1 ) ,  a  t iempos  Ce i n c u b a c i d n  ma 
y o r e s  de 60 minutos ,  3000 pmoles d e  ACTH hacen aumentar  
l a  p roducc idn  de M S ,  m e i n t r a s  con 0.3 pmoles d e  l a  t r o -  
f i n a  se o b t i e n e n  menores v a l o r e s .  A t i empos  menores de 
60 minu tes  hay t e n d e n c i a  l a  d is rn inucibn d e  Aldo con  am- 
b a s  c o n c e n t r a c i o n e s  d e  l a  t r o f i n a ,  
A pH 4.8 ( F i g u r a 4 2  1 se  o b t i e n e  e l  mismo esquema q u e  
a  pH 7 , 4  a  t i empos  l a r g o s .  A t i emgos  c o r t o s ,  0 , 3  pmoles d e  

pmoles  MS 
12  f 
pmoles MS 
t i e m p o  
( m i n u t o s  
3 % u r a  4 1 :  ~ r o d u c c i d n  d e  MS- H a 1  i n c u b a r  
1 3 , 4 6  pmoles  d e  ~ ~ - o H - B - ~ H  a pH 7.4 c o n  
a d r e n a l e s  d e  r a t a  s i n  ( c 1 y con  0 , 3  ( a  
6 3000 ( b  ) pmoles  d e  ACTH a  d i s t i n t o s l  
t i e m p o s .  p ( 0 ~ 0 5  except0 * p < Oslo .  
t i e m p o  
( m i n u t o s  1 
F'&ura 42 : ~ r o d u c c i 6 n  d e  M S - 3 ~  a 1  i n c u b a r  
13.46 prnoles d e  ~ ~ - o N - B - ~ H  a pH 4 , 8  c o n  
a d r e n a l e s  d e  r a t a  s i n  ( c  ) y con  0 , 3  ( a  1 
6 3000 ( b ) pmoles  d e  ACTH a  d i s t i n t o s  
t i e m p o s  .p  < 0 ¶05 except0 * p < Oa1O0 
pmoles  18-OH-B pmoles 18-OH-B 
PO 
t o s  1 
3 F i q u r a  43: 18-OH-B- H r e m a n e n t e  a 1  i n c u b a r  
d i c h o  e s t e r o i d e  a  pH 7 , 4  con  a d r e n a l e s  d e  
r a t a  s i n  ( ) y con  0 , 3  ( a  ) 6 3000 ( b  ) 
pmoles  d e  ACTH, a  d i s t i n t o s  t i e m p o s .  
t iernpo 
( m i n u t o s  1 
30 90 1 5 0  
3 F i q u r a  4 4 :  18-OH-B- H r e m a n e n t e  a 1  i n c u b a r  
d i c h o  e s t e r o i d e  a  pH 4 , 8  con  a d r e n a l e s  d e  
r a t a  s i n  ( c  1 y c o n  0 , 3  ( a  1 6 3000  ( b  
pmoles  d e  ACTH, a  d i s t i n t o s  t i e rnpos ,  
l a  ACTH aparentan no t ener  e f e c t o  con r e s p e c t o  a contro-  
les, mientras que 3000 pmoles aumentan l a  produccidn d e  
MS. 
Por i i l t imo,  independientemente ddl pH y de l a  con- 
c e n t r a c i 6 n  de ACTH, l a  18-OH-B remanente (Fiquras 43 y 
44 disminuye l inea lmente  con e l  tiempo. 
j? 
.' 
. . 
It: 
! 
I 
D I S C U S I O N  1 
D I S C U S I O N  
En e l  presente  t r aba jo  de Tesis  se han obtenido las mayores conver- 
s iones  de 18-OH-B a Aldo j a d s  informadas. Estas conversiones, igua les  o 
mayores a& que l a s  de B a Aldo, fueron obtenidas  bajo d i f e r e n t e s  condi- 
ciones (Table 13) todas l a s  cuales tuvieron como comh denominador e l  me- 
d i o  gcido en e l  c u a l  la forma M de 18-OH-B adopta formas menos polares.  
D e  e s t a  manera se est5 a n t e  un doble avance: por un lado l a  eviden- 
c i a  de que formas menos polares  de 18-OH-B, sobre  todo una de e l l a s ,  son 
in termediar ias  en l a  b i o s i n t e s i s  de Aldo y,  por e l  o t r o ,  un nuevo apor te  
l a s  de contenido gcido ( Ver Resultados ) bara poder pos tu la r  que e s t o s  
procesos forman p a r t e  de fen6menos v i t a l e s r  Las evidencias cada vez d s  I *  
a 1  papel  cada vez mgs re levan te  que e l m e d i o  5cido e s t g  tomando en proce- 
sos  bioqulmicos. 
En e f e c t o ,  no todo l o  que ocurre a p s muy Scidos es ,  a 1  con t ra r io  B L 
de l o  que se pens6 has ta  l o  afios 70, artificial. Basta demostrar que a l -  
concluyentes a favor de l a  Teoria de ~ i t c h k l l  no excluyen de e s t a  posibi- 
g h  proceso ocurra  enzimzticamente o 
l i d a d  a l a  f a s e  inmediatamente externa  de ha membrana in te rna  d e  las m i -  
espontgneamente en una de l a s  organe- 
tocondr ias  (157). Los lisosomas t ienen un I ~ H  e n t r e  4 y 6 per0 no se pue- 
I 
de af i rmar  aGn nada concreto acerca d e l  de la capa de espesor de pocas 
. I mol6culas asociada a l a  f a s e  externa  mencionada 
I 
Precursoriedad de 18-DAL 
Uno de 10s resu l t ados  importantes d 1 presen te  t r aba jo  de Tesis  con- i 
sisti6 en  a i s g n a r  de f in i t i vamen te  l a  e s t r u c t u r a  de  18-DAL a 1  p r i n c i p a l  
componente d e l  MAC. Por o t r o  lado ,  este compuesto ya  habCa s i d o  poatula-  
do por Ul ick  como buen precursor  p a r a  l a  b i o s z n t e s i s  de  Aldo en  szpo, 
pe ro  e s t e  a u t o r  no pudo h a l l a r  a la 18-DAL como un componente b ios in t e -  
t i z a d o  por d i cha  espec ie .  Su r o l  como in t e rmed ia r io  e n  l a  b i o s i n t e s i s  de 
Aldo a p a r t i r  d e  B y de 18-OH-B ha s i d o  ahora  demostrado, pudigndose es- 
c r i b i r  e l  camino b i o s i n t g t i c o  r ep re sen tado  en  la  Figura  32. 
E l  hecho de  que ocurran  convers iones  espontgneas desde M a 18-DAL 
y de 10s dos  s s t e r o i d e s  a Aldo s u g i e r e  l a  e x i s t e n c i a  de  pasos no ~ ' n z i G -  
t i c o s  e n  la  Gltima p a r t e  d e l  camino b i o s i n t g t i c o  que l l e v a  a 1  mincralo- 
c o r t i c o i d e .  Para  e l  caso ana l i zado  a q u i  de  l a  transformacio'n de M a 18- 
-DAL, 6 s t a  p o d r l a  o c u r r i r  por a lguna  de l a s  dos desh id ra t ac iones  pro- 
p u e s t a s  en  l a  Figura  45. 
Sobre l a  p a r t i c i p a c i 6 n  de  e s t a  r eacc i6n  espontznea en e l  mecanismo 
b i o s i n t g t i c o  de  Aldo, l a s  ev idenc ia s  acumuladas en este t r a b a j o  de Tes i s  
( Tab las  23, 2 4  y 25 y Figuras  30 y 31 ) sug ie ren  que, pr inc ipa lmente  a 
- 
pH 4,8, l a  r eacc i6n  a p a r t i r  de M e s . i n i c i a d a  por l a  formaci6n no e n z i d -  
- 
tics de pequeiias cant idades  de 18-DAL a t r a v 6 s  de alguno de 10s dos meca- 
nismos a n t e s  propuestos  ( Figura  45 ), e s t a b i l i z g n d o s e  e s t a  G l t i m a  es- 
t r u c t u r a  e s t e r o i d e  por e l  pH gcido. Luego,en una segunda e t apa ,  acoplada 
a l a  primera,  l a  18-DAL s e  h i d r o x i l a r l a  en l a  posicio'n C-18, para  d a r  lu- 
g a r ,  f i na lmen te ,  a l a  Aldo. 
E l  hecho de que e s t a  Gltima reaccio'n d e  oxidacio'n s ea ,  a l m e n o s  par- 
c ia lmente ,  c a t a l i z a d a  por una oxidbsa de  func i6n  mixta  - t ratZndose por  
cons igu ien te  d e  una h idroxi lac i6n-  estd comprobado por e l  e f e c t o  estimu- 
+ l a d o r  d e l  NADP y malato sob re  la r eacc i6n  ( Tabla 26 ). Recientemente 
Kojima y co l .  (81) y Aupet i t  y c o l .  (95) han a c t u a l i z a d o  i d e a s  a n t e r i o r e s  

de Marusic y c o l .  (93) sob re  mecanismos enzimhticos p a r a  l a  h id rox i l a -  
c i6n  de 18-OH-B. A p a r t i r  de 10s presen te s  r e s u l t a d o s  a pH 4,8 se su- 
g i e r e  que s u s  i d e a s  deben ser a p l i c a d a s  a l a  h i d r o x i l a c i 6 n  de  18-DAL, 
luego d e  s u  formaci6n a p a r t i r  d e  18-OH-B. 
Como se mencion6 6 s  a r r i b a  e x i s t e n  razones  p a r a  suponer l a  ne- 
ce s idad  d e  un medio 5c ido  p a r a  l a  reacciGn espontsnea  de  18-OH-B forma 
M a 18-DAL. Ahora b ien ,  l po r  qub es n e c e s a r i o  un medio Scido p a r a  obte- 
n e r  a l t o  rendimiento en  l a  r eacc idn  d e  h id rox i l ac i6n ,  una reacc i6n  enz i -  
mhtica que r e q u i e r e  poder r e d u c t o r  y probablemente citocromo P-450? S i  
l a  r eacc i6n  g e n e r a l  de  h i d r o x i l a c i 6 n  o c u r r i e r a  como se ha mostrado en  l a  
Figura 6 ,  un exceso de  pro tones  deberza s e r  c r l t i c o  p a r a  no desp laza r  l a  
r eacc i6n  d e  h i d r o x i l a c i 6 n  h a c i a  10s r e a c t i v o s .  En resumen un prot6n  se- 
r i a  n e c e s a r i o  p a r a  f avo rece r  la  conversi6n de M a 18-DAL y un segundo pro- 
t6n ,  p a r a  l a  r eacc i6n  de  h i d r o x i l a c i 6 n  de  18-DAL a Aldo (Figura  46). 
Comparando e s t e  Gltimo esquema propuesto ( F i g u r a  46) con e l  suge- 
r i d 0  por  Ul ick  sob re  l a  e x i s t e n c i a  d e  un camino b ios in tg t i camen te  a c t i -  
vo y o t r o  i n a c t i v o  (89) (F igu ra  15) se puede ve r  que ambos e s tgn  en con- 
cordancia .  L a  pequeiia d i f e r e n c i a  e n t r e  e l l o s ,  a s i  tarnbign como con 10s 
propues tos  po r  Kojima y c o l .  (81) y Aupet i t  y c o l .  (95), r e s i d e  en l a  - 
secuenc ia  de reacc iones :  en este t r a b a j o  se p o s t u l a  una desh id ra t ac i6n  
espontsnea  de  18-OH-B seguida  de una h i d r o x i l a c i 6 n  d e l  anhzdrido, mien- 
tras que en  10s o t r o s  s e  p o s t u l a  l a  h i d r o x i l a c i 6 n  de 18-OH-B seguida de 
una d e s h i d r a t a c i h  espontznea. D e  todos modos e s  necesa r io  a c l a r a r  que 
10s o t r o s  esquemas propuestos ,  s i  b ien  no son d e s c a r t a b l e s  a 1  menos como 
v l a s  b i o s i n t 6 t i c a s  a l t e r n a t i v a s ,  ~ 6 1 0  s e  basan en l a  evidencia  de l a  e- 
x i s t e n c i a  de  una h i d r o x i l a c i 6 n ,  s i endo  e l  der ivado  d ih id rox i l ado  p a r a  
e s t o s  a u t o r e s  , h i p d t 6 t i c o .  
La secuencia  b i o s i n t g t i c a  aquz propues ta  (F igu ra  47) e n c i e r r a  

la  posibil-idad de un sistema muy p a r t i c u l a r  p a r a  l a  regulacio'n de las 
acc iones  d e  10s e s t e r o i d e s  a n i v e l  r e n a l .  En e f e c t o ,  habigndose compro- 
bad0 que 18-On-B a c t &  como e l iminador  de  pro tones  (9), que 18-DAL es 
un a n t i s o d i o r e t e n t o r  (158) y que Aldo act i ia  como p o t e n t e  sodiore ten to-  
ra, se e s t S . a n t e  un esquema in t eg rado ,  e n  e l  s e n t i d o  de  Monod (159),  
donde no ~ 6 1 0  cada es lab6n y e l  product0 f i n a l  t i e n e n  func iones  d is -  
t i n t a s  s i n o  que 10s dos ii l t imos e s t e r o i d e s  t i enen  acc iones  exactamente , 
opuestas .  De esta manera para  cumplir  con las neces idades  d e l  organis-  
mo s 6 l o  harza  f a l t a  desp lazar  las r eacc iones  en e l  s e n t i d o  adecuado. 
La e x i s t e n c i a  de r eacc iones  espontsneas  en 10s caminos b ios in tg -  
t i c o s  de e s t e r o i d e s  como l a  propues ta  en  e s t a  T e s i s  p a r a  la  b i o s l n t e -  
sis de Aldo a  p a r t i r  de 18-OH-B, tambi6n ha s i d o  informada por  o t r o s  
au to re s .  En e f e c t o ,  t a l  como se d i j o  e n  l a  IntrkducciGn, v a r i o s  auto- 
res proponen p a r a  l a  b i o s z n t e s i s  de es t r6genos  a  p a r t i r  de andr6genos 
t r e s  h i d r o x i l a c i o n e s  consecut ivas  en l a s  pos i c iones  2 ,  19 y 19, segui-  
das  de una reaccio'n espontsnea de  reordenamiento que i n v o l u c r a r l a  des- 
ca rbox i l ac i6n  d e l  C-19 y desh id ra t ac iones ,  para  c o n c l u i r  f ina lmente  en 
l a  aromat izac i6n  d e l  a n i l l o  A d e l  niicleo e s t e r o i d a l  (105) (107).  
Resu l t a  i n t e r e s a n t e  e f e c t u a r  una c o r r e l a c i 6 n  e n t r e  l a  secuencia  
de  r eacc iones  aqu l  pos tu lada  p a r a  l a  b i o s l n t e s i s  de  Aldo con l a  descr ip-  
t a  para  l a  b i o s z n t e s i s  de es t r6genos .  En ambos casos  l a  r eacc i6n  espon- 
t s n e a  e s t s  precedida  por h i d r o x i l a c i o n e s  que ocurren  en dos carbonos 
en pos i c i6n  gamma y, mZis a h ,  las pos i c iones  C-2 y C-19 para  l a  b ios ln-  
tesis de edtr6genos son homblogas a las pos i c iones  C - l l  y 0 1 8  pa ra  l a  
biosbtesis de Aldo. 
F i n a l i z a r g  e s t e  t l t u l o  sob re  precursor iedad  d e  18-DAL con algu- 
nas  i d e a s  ace rca  de r e l ac fones  e n t r e  d icha  precursor iedad  y l a  d i s t r i -  
I 
I 
Figura 47:  Esquema g e n e r a l  a l t e r n a -  
t i v o  p a r a  l a  b i o s i n t e s i s  
buci6n submitocondrial de l a  b i o s h t e s i s  de Aldo ha l l ada  en  e s t a  Te- 
sis. 
La ex i s tenc ia  de una zona de  a l t a  ac idez  se verra  potenciada en  
e l  i n t e r i o r  mitocondrial  por e l  gradiente  prot6nico que la  Teorfa qui- 
miosm6tica de Mitchel l  as igna  a l a  ca ra  externa de l a  membrana i n t e r n a  
de la  mitocondria. As;, podrZa suponerse que l a  18-OH-B sea  conducida 
intramitocondrialmente a t r avgs  de  caminos que, terminando en e l  locus  
de s u  transformaci6n a Aldo, recorran  zonas de acidez adecuada para  s u  
conversi6n a 18-DAL. Estas  ideas  ~ 6 1 0  s e r l a n  razonables suponiendo l a  
necesidad de l a  in tegr idad y en consecuencia de l a  coordinaci6n d e l  
i n t e r i o r  mitocondrial.  Una primera evidencia experimental que avalarza  
e s t a  suposici6n puede ser ha l l ada  en l a s  incubaciones con f racciones  
submitocondriales donde a p a r t e  de demostrarse l a  b i o s h t e s i s  de Aldo 
en l a s  f racciones  T y E ,  en n i n g k  caso se recupera totalmente l a  ac- 
t i v i d a d  b i o s i n t g t i c a  de l a  mitocondria i n t a c t a  ( Tabla 33 ). 6 s  i n t e -  
r e san te  a i h  e s  e l  hecho que I + X en conjunto, o sea  E ,  ofrezcan un buen 
rendimiento de Aldo, per0 que ninguna de e s t a s  f racciones  submitocondria- 
les por separado Sean 6 t i l e s  a t a l  e fec to  ( Tabla 33 ) . 
Precursoriedad de o t r a s  formas menos polares  de 18-OH-B 
Los a l t o s  rendimientos obtenidos espontsneamente a pH 3,3 con M en- 
cerrado en liposomas ( pH 3,3  - 1Znea N ) y 10s m s s  cuestionables con in- 
cubaciones de M l i b r e  a este pH ( pH 3,3  - l 'mea D ) son notables  ( Ta- 
bla 13 ) , Sin embargo no s61a sus s i g n i f  icados biol6gicos s ino tambign 
sus mecanismos permanecen oscuros. En primer lugar ,  i por que', a este, 
pH, es M un mejor precursor que MAC ? Una respues ta  p a r c i a l  a e s t a  pre- 
gunta,  a1 menos r e spec to  de " pH 3 , 3  - l h e a  D 'I, puede ser encon- 
t r a d a  e n  r e s u l t a d o s  no mostrados aqu5. E s t o s  r e s u l t a d o s  ind ican  que 
M e n  medio Zcido, a h  despugs de c o r t o s  i n t e r v a l o s  de tiempo, es in- 
tensamente conver t ida  en 18-DAL, incrementzndose esta conversi6n a 
medida que e l  pH d e l m e d i o  decrece ,  mien t r a s  la 18-DAL agregada ex6- 
genamente e s  G s  e s t a b l e  a pH 4,8. A un n i v e l  d e  pH &s Bcido este 
Gter es espontzneamente transformado e n  las f r a c c i o n e s  a h  menos po- 
lares % 5,26; % 6,33  y % 7,18  descr ip- tas  por Aragonds y co l .  ( 6 ) ;  
como se demostro' en  e s t a  Tes i s ,  ninguna de  esas f r a c c i o n e s  es buena 
p recu r so ra  de  Aldo ( Tabla  28 ) .  E s  en tonces  t en t ador  especular  que 
l a  b i o s z n t e s i s  de  n i v e l e s  o'ptimos de Aldo depende en  gran  medida de  
la  dinsmica de  migraci6n de 18-OH-B den t ro  de la  cg lu l a :  s i  e l  pre- 
cu r so r  M migra a t r a v g s  de  las porciones S c i d a s  de la c g l u l a  (pH 4 ,B )  
a una ve loc idad  adecuada, s e r h  espontzneamente conver t ida  en 1&DAL.. 
S i  este 6ter es "vis to" en e l  momento adecuado por  l a  segunda 18-hi- 
d r o x i l a s a  ( l a  segunda 18-metil-oxidasa (85) ) entonces l a  b i o s l n t e -  
sis de Aldo s e r 5  6ptima. En cambio, s i  e l  medio hcido contintia y la  
segunda 18-hidroxi lasa no act i ia ,  en tonces  18-DAL s e r l a  t ransformada 
a o t r a s  formas a h  menos p o l a r e s  a n t e s  mencionadas. 
A e s t e  r e spec to  r e s u l t a r l a  muy i n t e r e s a n t e  e s t u d i a r  la e s t r u c -  
cu ra ,  l a  b i o s z n t e s i s ,  per0 sobre  todo l a  func idn  b io ldg ica  de l a  fo r -  
m a  menos p o l a r  de 18-OH-B de % 6,33 ya que ba jo  condiciones de pH 3 ,3  
, se produce en gran cant idad  ( Tabla 18 ) . 
Las i d e a s  expuestas  en l o  que an tecede  e x p l i c a n  l a  buena pre- 
cursor iedad  de M " pH 3 , 3  - l znea  D ", o sea t ransformaci6n enzfma'ti- 
ca de 18-OH-B l i b r e  a Aldo, per0  a h  no e x p l i c a n  10s buenos rendimien- 
t o s  de  Aldo alcanzados esponthneamente cuando e l  mismo p recu r so r  se 
h a l l a  envue l to  en  liposomas d e  ad rena le s  ( I' pH 3 , 3  - l h e a  N I' ) (Ta- 
b l a  13 ). 
Es p o s i b l e  que, b a j o  es tas condic iones ,  la  forma M de 18-OH-B 
pud ie ra  i n t e r a c t u a r  con l l p i d o s  ( membrana? ) d e  l a  c g l u l a  adrena l .  Es 
n o t a b l e  a este re spec to  que 10s e s t e r o i d e s  encer rados  en  liposomas de 
l i p i d o s  no ad rena le s  no poseen propiedades p recu r so ra s .  Las i n t e racc io -  
nes  e n t r e  18-OH-B y liposomas ad rena le s  podr lan  b i e n  ser d e l  t i p o  20-al- 
q u i l o  encontrado por Aragongs y c o l .  (6 ) .  Es tos  a u t o r e s  descr iben  c6mo 
e s t a  e s t e r i f i c a c i 6 n  e s  c a t a l i z a d a  po r  t r a z a s  de gcido. Ver tambign U s a  
y c o l .  (75) .  
Por qu6 e s t e  mecanismo espontsneo l l e v a  tambign a a l t o s  rendimien- 
t o s  de Aldo como aque'l los informados en " pH 3 , 3  - l l n e a  N I' ( Tabla 13 ) 
es a& desconocido. 
No obs t an te  e s  digno de sef ialar  que se e s t g  en  presenc ia  de una ca- 
t g l i s i s  f i s i c a  de  s u p e r f i c i e  que podr i a  emular l l  todo l o  que hace un 
sistema enzimgtico: l a  s l n t e s i s  de  cant idades  r e l a t i vamen te  importantes  
de Aldo a p a r t i r  de 18-OH-B. Los liposomas han s i d o  o b j e t o  Gltimamente 
de  una gran  cant idad  de  publ icac iones  (160) (161) en las cua le s  se pone 
4 n f a s i s  en  s u s  propiedades t e r a p g u t i c a s  ( " t a r g e t i n g  de  drogas ) ,  y 
a h  en  s u s  propiedades i n d u s t r i a l e s  ( c a t h l i s i s  G t i l  en s z n t e s i s  .orgsni- 
ca  ) .  Pero no ha s i d o  mencionado a m i  conocimiento l a  pos ib i l i dad  de que 
un liposoma n a t u r a l  pueda c a t a l i z a r  r eacc iones  generalmente consjderadas 
11 bioquimicas ", reemplazando, en e s e  a spec to ,  a una enzima. 
Y a  en  1964 P a s q u a l i n i  (162) demostr6 que t e j i d o s  co r t i coad rena le s ,  
as2 tambie'n como un tumor ad rena l ,  ob ten idos  de  un pac ien te  con sindrome 
de  Conn era capaz de c o n v e r t i r  18-OH-B t r i t i a d a  a Aldo. E l  a u t o r  incubi3 
hamogenatos de  e s t o s  t e j i d o s  suplementados por  NAD+ y fumarato a pH 7,4. 
La recuperac i6n  de Aldo a p a r t i r  de e s t o s  incubados, aunque menor que l a  
ob ten ida  en  este t r a b a j o  de Tes i s  a pH 4 ,8  con 18-DAL en presenc ia  d e  
+ NADP y mala to ,  son s i n  embargo n o t a b l e s  y serla de inter& e s t u d i a r  e l  
e f e c t o  de  preparac iones  pa to l6g icas  s i m i l a r e s  sob re  la  e s t r u c t u r a  d e  
18-OH-B. i Podrzan e s t o s  t e j i d o s  e s t a b i l i z a r  a lguna  de las formas pre- 
c u r s o r a s  poco p o l a r e s  d e s c r i p t a s  o alguna o t r a  forma menos po la r  de  
1&OH-B, que tambisn posea propiedades p recu r so ra s  ? 
M 5 s  al l5  d e l m e r o  campo e specu la t ivo  pa ra  l a -  e laborac i6n  d e  h i -  
p 6 t e s i s  quedan e s t o s  da tos  exper imenta les  de pH 3 , 3  que para s u  enten- 
dimiento g l o b a l  neces i t en ,  quiz&, de nuevos experimentos y/o de l a  a p l i -  
caci6n de  nuevas t s c n i c a s  experimentales .  
, . 
Nuevos compues t o s  no p recu r so re s  
Ademls de 18-DAL s e  descr iben  en l a  presen te  Tes i s  o t r o s  nuevos me- 
t a b o l i t o s  de  18-OH-B: l a  FMPA y MS. 
Todos e s t o s  compuestos t i enen  en  corn& con 10s a n t e r i o r e s  la carac-  
t e r i s t i c a  de ser, e l l o s  tambign, menos p o l a r e s  que 10s e s t e r o i d e s  que l e s  
dan o r igen .  
P a r a  l a  FMPA no se ha pod5do demostrar a h  un r o l  bioqulmi,co, pos- 
t u l b d o s e  que siempre se h a l l a  e n  e q u i l i b r i o  quimico con s u  forma mono- 1 
I 
m6rica ( Figura  26 ).  De todas maneras s u  desc r ipc i6n  qurmica permi te  
p r e d e c i r  l a  necesidad de t e n e r l a  en cuenta en las cuan t i f i cac iones  de Al- 
Bajo estas cons iderac iones  se podrza enunciar  que uno d e  10s pa- 
p e l e s  de las formas menos p o l a r e s  de 10s e s t e r o i d e s  formadas espontg- 
neamente ( a1 menos " i n  v i t r o  " ), podr ia  ser e l  de  p e r m i t i r  e l  pasa- 
je a t r a v 6 s  de membranas ( plasma'ticas,  mi tocondr ia les  o nuc lea re s ) .  
Sobre e s t e  a spec t0  l lama l a  a t enc i6n  que aparentemente l a  Aldo colocada 
e n  p re senc ia  de c z l u l a s  bbanco t a r d a  menos tiempo que o t r o s  e s t e r o i d e s  
de menor po la r idad ,  y por  l o  t a n t o  6 s  l i p o f i l i c o s ,  y en  c o n s e a e n c i a  
con mayor f a c i l i d a d  p a r a  a t r a v e s a r  membranas, en l l e g a r  a1 nGcleo (163).  
En e s t e  mismo s a n t i d o  v a l e  l a  pena des t aca r  que a p a r t e  de las or-  
gane las  a c i d i c a s  mencionadas en la  Secci6n Resul tados e s  b a s t a n t e  gene- 
r a l i z a d a  l a  supos ic i6n  d e  que e n  ma capa r e l a t i vamen te  delgada j u s t o  
adyacente a l a s  membranas, e x i s t e  una a l t a  acidez.  Sobre e s t a  base,  y ya 
en e l  t e r r e n o  de l a  especulac i6n  serla dable  suponer que s iendo l a  Aldo 
un componente a l tamente  p o l a r  deba " adoptar  " m a  e s t r u c t u r a  de menor 
po la r idad  pa ra  atrav-sr  l a s  membranas i n t r a c e l u l a r e s ,  encontrzndose 
j u s t o  en  e s t a s  Gltimas con l a s  condiciones p a r a  adoptar  a q u e l l a s  e s t r u c -  
t u r a s .  Podrz s e r  la  FMPA e s t a  e s t r u c t u r a  ? 
Una h i p 6 t e s i s  s i m i l a r  podrza enunciarse  para  la  18-OH-B a la  c u a l  
e l  medio &id0 adyacente a las membranas t ransformar la  en 18-DAL y/u 
o t r o s  compuestos pocos p o l a r e s  de buena precursor iedad .  (Vgase tambisn 
todo l o  expuesto a1 r e spec to  en 10s dos t i t u l o s  a n t e r i o r e s ) .  Se super- 
pandr i an  entonces dos propiedades adqu i r idas  en  e l  medio dcido que ha- 
cen a l a  buena precursor iedad;  a )  conf igurac iones  moleculares  adecuadas; 
I 
b) a l ta  l i p o s o l u b i l i d a d  que f l c i l i t a  e l  t r a n s p o r t e  a t r a v i s  de membra- 
nas  . 
Acerca de MS en  p a r t i c u l a r ,  a l a  l u z  de  10s r e s u l t a d o s  aquz pre- 
s en tados  ( Tabla 29 y 30 ) puede d e c i r s e  que es un product0 metab6l ico 
de  18-OH-B, que n e c e s i t a  r e v e r t i r  a 18-OH-B p a r a  da r  Aldo, y que podr l a  
ser un compuesto de r e s e r v a  f r e n t e  a l a s  neces idades  b i o s i n t 6 t i c a s  de  
la c g l u l a ,  y las f i s io lo ' g i cas  d e l  organismo. 
Apoyando & t o  filtimo r e s u l t a n  i n t e r e s a n t e s  10s hal lazgos  pre l imi-  
n a r e s  obten idos  con ACTH. E l l o s  i n d i c a r l a n  que 10s n i v e l e s  de 18-OH-B, 
y por  ende de  18-DAL, e s t a r l a n  in f luenc iados  p o r  dos r u t a s  de metaboli-  
zacio'n: una que forma MS e l  c u a l  puede r e v e r t i r  a 1  e s t e r o i d e  o r i g i n a l  
( Tablas  29 y 30 ) y o t r a  que produce i r r eve r s ib l emen te  Aldo. A s u  vez, 
s e g i k  10s e s t u d i o s  prev ios  de regulacio'n l l evados  a cab0 en e s t a  Tes i s ,  
e s t a s  v l a s  s e r l a n  ac t ivadas  o i n h i b i d a s  por  ACTH, e n  una forma dependien- 
te de l a  concentraci6n de l a  t r o f i n a ,  r e su l t ando  e f e c t o s  opuestos  sob re  
ambos me tabo l i t o s  ( Tabla 35 y Figuras  39, 40, 41 y 42 ) . 
Es de  hacer  n o t a r  que a q u l  no se a b r e  j u i c i o  sob re  l a  n a t u r a l e z a  
- 
f i s i o l o ' g i c a  o farmaaol6gica d e  l a s  altas concentraciones d e  ACTH s i n o  
que se u t i l s z a  e s t e  e f e c t o  bimodal de l a  t r o f i n a  (22) como modelo para  
e s t u d i a r  r e l a c i o n e s  MS-Aldo. 
D i s t r i b u c i 6 n  submitocondrial  e i d e a s  f i n a l e s  
A n i v e l  submitocondrial  se ha v i s t o  que en presenc ia  de NADPH las 
f r a c c i o n e s  T y E b i o s i n t e t i z a n  Aldo a p a r t i r  dg B,  mientras  que con mala- 
+ I 
t o  y NADP s 6 l o  l o  hace T ( Tabla 33 ) .  E s t e  r e s u l t a d o  e s  lo'gico ya  que 
en  E no  se h a l l a n  n i  la  enzima ma'lica n i  e l  c i c l o  de  Krebs. 
De esta forma podr la  p o s t u l a r s e  que B o s e  transforma en Aldo en  T 
( e x i s t i e a d o  en T entonces l a s  dos 18-hidroxilasas ) o se t ransfor-  
ha  en Aldo en E para l o  c u a l  hay que aceptar  que las dos l&hidroxi- 
l a s a s  se h a l l a n  separadas en l a s  f racciones  X e I. La 18-OH-B genera- 
da en  E, o quiz& tambign proveniente de T, deber la  op ta r  entonces 
e n t r e  oxidarse  a Aldo o " acumularse I' como MS, como reserva.  
_. - - 
D e  10s hallazgos de esta Tesis  surge  que e x i s t e n  d i fe ren tes  v<as, 
modos y condiciones conducentes a l a  b i o s i b t e s i s  de Aldo ya sea secuen- 
c i a 1  o alternativarnente. E s t e  hecho no ;os debe sorprender dada l a  com- 
p l e j i d a d  de l a  regulacia'n d e l  equilibria e l e c t r o l i t i c o  a cravgs de mine- 
ra locor t i co ides ,  hormonas 6 s t a s  que, en v i s t a  de s u  imprescindibil idad 
para  e l  organismo, no debenhallarse l imi tadas  a un s6lo  camino de bio- 
s k t e s i s  enzimstica. E s  en e s t e  context0 que hay que entender desde un 
punto de v i s t a  biola'gico la  mult ip l ic idad y heterogeneidad molecular de 
l a s  pos ib i l idades  de transformaciijn de 18-OH-B a Aldo. Tampoco s e  pue- 
den e x c l u i r  pos ibi l idades  de b i o s i n t e s i s  de Aldo que obvian a l a  18-OH-B 
y a5n a B t a l e s  como 10s descr ip tos  por Muller (27) y  inso on y White- 
house (91). E l  esquema de l a  Figura 13 es part icularmente i n t e r e s a n t e  
para genera l i za r  pos ibi l idades  de b ios5n tes i s  de e s t a  natura leza .  
C O N C L U S I O N E S  
En e l  p r e s e n t e  t r a b a j o  de  T e s i s  se han encontrado en las incubacio- 
n e s  de  18-OH-B 10s s i g u i e n t e s  metabol i tos :  1) Las formas rraenos p o l a r e s  de 
18-OH-B previamente obten idas  por suspensidn de este e s t e r o i d e  en  medio 
Zcido (6 ) .  Es tos  me tabo l i t o s  forman p a r t e  de  l a  fraccio'n denominada MAC 
e n  esta Tesis .  
2) Ms 
3) FMPA, tambisn ob ten ida  e n  es- 
t a  tesis a1 suspender Aldo en  HC1. 
Para  e s t o s  me tabo l i t o s  s e  han podido r e a l i z a r  las s i g u i e n t e s  carac- 
t e r i z a c i o n e s  e s t r u c t u r a l e s :  1) Se confirm6 que e l  p r i n c i p a l  componente d e l  
MAC era l a  forma menos p o l a r  de  18-OH-B de % 4,33 (6 ) .  Se demostro' por 
RMN que dicho m a t e r i a l  c o n s i s t l a  en  18-DAL. Pa ra  las o t r a s  formas menos po- 
lares de 18-OH-B : RM 5,26; % 6,33  y % 7,18, se e fec tua ron  c a r a c t e r i z a -  
c iones  qulmicas t a l e s  como s u s  e s t a b i l i d a d e s  en r e s iduo  seco  y en  medio a- 
moniacal  (Tabla 5 ) .  
2 )  Para  MS se propone una es , t ruc tura  de un Ss- 
ter  de 18-OH-B. 
3) Para  l a  FMPA se demostr6 la e s t r u c t u r a  de 
un dzmero (F igura  26) . 
Se han podido a s i g n a r  las s i g u i e n t e s  propiedades bioquzmicas: 1) Pa- 
r a  18-DAL se demostr6 que e s  i n t e rmed ia r io  en  la  bios ' in tes i s  de  Aldo a 
p a r t i r  de B y de 18-OH-B e n  , a 1  menos, una de l a s  vzas  b i o s i n t z t i c a s  d e l  
mine ra loco r t i co ide .  Se demostrd que l a  oxidaci6n de 18-DAL a Aldo consis-  
I 
te e n  una h id rox i l ac i6n .  Tambign s e  ha demostrado buena capacidad precur-  
s o r a  pa ra  Aldo de a lgunas  preparac iones  de  M ( ~ a b l a  13) ,  aunque no  esta- 
mos seguros  de s u  importancia  b io l6g ica .  S in  embargo para  una d e  aque- 
l l a s  condic iones ,  l a  que se r e f i e r e  a la conversio'n e s p o n t h e a  a Aldo 
d e  M incorporada  a l iposomas, s e  demostrb l a  e s p e c i f i c i d a d  pa ra  l i p*  
somas preparados  a p a r t i r  de l l p i d o s  de gliindulas adrena les .  
2) Pa- 
ra MS s e  p o s t u l a  una func i6n  de  reserva de  18-OH-B: l a s  d i v e r s a s  concen- 
c r ac iones  de ACTH r egu lan  s u  concentracibn e n  forma simgtr icamente o- 
p u e s t a  a la  Aldo ( Tabla 35 y Figuras  39, 40, 41 y 42 ) . 
La n a t u r a l e z a  de l a  reaccio'n de obtenci6n de 10s metabo l i t o s  men- 
cionados es l a  s i g u i e n t e :  I) 18-DAL, espontgnea y enzimGtica. 
2) MS, s b l o  e n z i d t i c a .  
3) FMPA, s6l0 espontsnea.  Es t e  dzmero se h a l l a  
e n  e q u i l i b r i o  con Aldo. Por l o  t a n t o  e s  importante  t e n e r l o  en cuenta  para  
10s d o s a j e s  de Aldo. 
La loca l i zac i i i n  s u b c e l u l a r  de l a s  b i o s i n t e s i s  d e  Aldo y MS s e  h a l l 6  
- 
e n  Mitocondrias .  
La l o c a l i z a c i 6 n  submitocondrial  de  l a  b i o s l n t e s i s  de Aldo se h a l l 6  
+ 
en Mi top la s tos  ( con malato + NADP y NADPH ) y en  l a  membrana e x t e r n a  + 
e s p a c i o  intermembrana, f r a c c i 6 n  E ( ~ 6 1 0  con NADPH ) s iendo c u a n t i t a t i -  
vamente mgs impor tan te  e l  primer l u g a r  de b i o s h t e s i s  mencionado. Bajo 
ninguna condici6n de  incubaci6n se recupera  la a c t i v i d a d  b i o s i n t g t i c a  mi-  
t o c o n d r i a l .  Por cons igu ien te  s e  p o s t u l a  l a  neces idad  de l a  i n t e g r i d a d  m i -  
t o c o n d r i a l  p a y  l a  bptima b i o s i n t e s i s .  
rr 
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